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RESUMEN

Se evalud el efecto de la aplicacion de distintas concentraciones de residuos del agua de
cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%) sobre el crecimiento y desarrollo de
plantas de yuca (Manihot esculenta) cultivadas en suelos inoculados con micorrizas
nativas y mantenidas bajo condiciones de vivero. Se aplicO semanalmente los
tratamientos correspondientes durante 80 dias posteriores a la emergencia de las plantas.
Se realizaron registros quincenales de los parametros de crecimiento y desarrollo de la
parte vegetativa (altura, grosor del cuello del tallo y niamero de hojas fotosintéticas) y al
momento de la cosecha de las plantas (70 dias de aplicacion de los tratamientos) se
midio la longitud del sistema radical y se determind la biomasa seca, porcentaje de
infeccion micorrizica (%F), riqueza arbuscular (%A) y nimero de esporas de HMA en
100 g de suelo. Las pruebas de Kruskal-Wallis aplicadas demuestran que en la altura
promedio de las plantas no existen diferencias estadisticamente significativas en los dias
0 y 15; pero si hay diferencias significativas en los dias 30, 45, 60 y 70 de
experimentacion, siendo el tratamiento control (0%) el que registra los mayores valores
en comparacion con las plantas sometidas a las distintas concentraciones de residuos
(25%, 50% y 100%). El nimero de hojas fotosintéticas reporta diferencias significativas
solo a los 15 dias de aplicacion del tratamiento, observandose que la aplicacion de
residuos del agua de cultivo de C. vulgaris al 100% reduce significativamente el nimero
de hojas por planta. El resto de los pardmetros registrados, incluyendo el grosor del
cuello del tallo, longitud del sistema radical, biomasa seca, %F, %A y el numero de
esporas por 100 g de suelo muestran diferencias estadisticamente no significativas;
aunque se evidenciaron mayores valores en las plantas control que en las que se le aplico
los residuos (25, 50 y 100%). Estos resultados sugieren que los residuos del agua de
cultivo Chlorella vulgaris, no contribuyen al desarrollo del cultivo de yuca en suelos
micorrizados, por lo que no pueden ser recomendados para su uso como biofertilizante
bajo las condiciones establecidas en esta investigacion.

Palabras clave: Micorrizas nativas, nutrientes, yuca, agua de cultivo, biofertilizante.



INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz), originaria de América del Sur (Olsen y
Schaal, 2001), es una planta perenne lefiosa, perteneciente a la familia Euphorbiaceae
(Mejia, 2002) que se multiplica mejor en forma vegetativa. Su cultivo se extiende por
Africa y América Latina, como parte fundamental de la alimentacion de mas de mil
millones de personas (FAO/FIDA, 2000) y fuente importante de carbohidratos, debido a
su alta capacidad de almacenamiento de almidones (Ceballos y De la Cruz, 2002), por lo
que necesita absorber una gran cantidad de nutrientes, provocando el agotamiento de los
suelos donde se cultiva (Arismendi, 2001).

La planta de yuca crece en una variada gama de condiciones tropicales y en
suelos fértiles principalmente, sin embargo su ventaja comparativa con otros cultivos
mas rentables es su capacidad para crecer en suelos &cidos, de escasa fertilidad, con
precipitaciones esporadicas o largos periodos de sequia, pero no tolera encharcamientos,
ni condiciones salinas del suelo (Aristizabal et al., 2007). A pesar de tratarse de un
cultivo de propagacion vegetativa, en la yuca se observa gran variacion entre plantas de
un mismo clon sembradas en un solo lote y cosechadas en un tiempo dado, en cuanto a
su rendimiento en el campo y calidad (Wheatley, 1991). Las fertilizaciones en suelos
fértiles podrian provocar un crecimiento excesivo de la parte aérea de la planta y
perjudicar la calidad de las raices (Balagopalan et al., 1998). Otras variables como la alta
densidad de siembra y el estrés hidrico conllevan a un menor contenido de almidoén
(Balagopalan et al., 1998). El efecto del estrés sobre la calidad que se observa con
frecuencia es el fendmeno llamado “vidriosidad”; en este caso la raiz fresca se ve aguada
y con poco almidén, y al cocinarla se torna dura y vidriosa o traslicida (Aristizabal et
al., 2007).

La yuca es uno de los productos agricolas mas importantes para la seguridad
alimentaria de la mayoria de los paises en vias de desarrollo (DANE, 2004; Vila, 2012).
En el 2016 a nivel mundial, se registrd un area cultivada de 23,5 millones de hectareas
(FAO, 2016), de las cuales la mitad corresponde a los paises en vias de desarrollo, donde
por la facilidad del cultivo y el gran contenido de energia de la yuca se ha convertido en



un valioso producto comercial para millones de agricultores (Jodo et al., 2016).

En Venezuela, la explotacion de Manihot esculenta se ha aumentado
significativamente en las ultimas décadas, debido a que sus raices son ricas en hidratos
de carbono, mientras que sus hojas tiernas contienen hasta un 25% de proteinas, ademas
de hierro, calcio y vitaminas A y C. Pueden utilizarse como alimento para animales, y el
ganado criado con yuca tiene una buena resistencia a las enfermedades y bajas tasas de
mortalidad. Sin embargo, una de las razones que impulsan la demanda de yuca es el
elevado nivel actual de los precios de los cereales, por lo que la convierte en una
alternativa atractiva para el trigo y el maiz (Aguilar et al., 2016).

Si bien es un cultivo rastico, los altos rendimientos del cultivo de yuca requieren
de la aplicacion de fertilizantes minerales o abonos organicos. Dosis éptimas de
fertilizacion permiten alcanzar entre 40 y 60 t ha™ de raices comerciales (Howeler,
2014). Sin embargo, el uso excesivo de fertilizantes edéficos causa graves dafios al
medio ambiente e incrementa los costos de produccion en un cultivo de subsistencia
como la yuca. Una de las alternativas promisorias para la disminucién del uso de los
fertilizantes de tipo mineral lo constituyen los biofertilizantes (Blanco y Salas, 1997,
Bizzozero, 2006; Guerra, 2008; Barrera et al., 2011; Grageda-Cabrera et al., 2012).

La capacidad de la yuca para crecer en suelos relativamente pobres esta
relacionada con la habilidad de la planta para formar micorrizas vesiculo-arbusculares
(MA) gue movilizan principalmente el fésforo, el cual es el principal elemento limitante
del cultivo en muchas areas productoras de América Latina (Arismendi, 2001).

En 1885, Frank propuso el término micorriza para describir un fendmeno que se
observd en las raices de ciertos arboles de los bosques templados de Norteamérica. Estos
organos eran diferentes morfoldgicamente de otras raices cuando se encontraban
asociadas a hongos del suelo; de ahi proviene su nombre latino que significa raiz
fungosa (Azcdn-Bieto y Talon, 2013). Esta asociacion cumple una funcion muy
importante en la explotacion eficaz de los nutrientes inorganicos del suelo
principalmente fosforo; aunque puede movilizar nitrégeno, potasio, calcio, azufre,
hierro, manganeso, cobre y zinc (Azcon y Barea, 1980; Sieverding, 1991; Liasu y

Ogundola, 2006; Yeasmin et al., 2007); y en la proteccion de las raices contra la



presencia de metales pesados en concentraciones toxicas (Rabie, 2005; Bird y Trakacs,
2006; Liasu y Ogundola, 2006) y el ataque de hongos parasiticos y nematodos (Garcia-
Garrido y Ocampo, 1989; Azcén-Aguilar y Barea, 1996; Barea et al., 1998; Barrer,
2009). Por ello, las micorrizas son fundamentales para la supervivencia de muchos
taxones de plantas en diversos ecosistemas, incluyendo muchas especies de cultivo
como algodon, berenjena, cacao, frijol, mora, naranja, yuca, entre otras (Carretero, 2002;
Rivera-Cruz et al., 2010; Cuadros et al., 2011; Camarena-Gutiérrez, 2012; Pérez et al.,
2015; Valencia y Zuiiga, 2015).

La simbiosis micorrizica arbuscular, formada por los hongos pertenecientes al
phylum Glomeromycota, es la mas antigua de las asociaciones mutualistas establecidas
en la rizosfera. Los registros fosiles mas antiguos indican que esta asociacién hongo-
planta tiene unos 400 millones de afios (Bago et al., 1998; Honrubia, 2009), lo que ha
llevado a considerar la compleja coevolucién entre las plantas y sus hongos asociados,
que se manifiesta en su amplia distribucion y en la diversidad de mecanismos
morfologicos, fisioldgicos y ecoldgicos implicados (Simon et al., 1993). La simbiosis es
extraordinariamente exitosa en la naturaleza, pues se puede encontrar en el 83% de
plantas dicotiledoneas, 79% de monocotileddneas y en todas las gimnospermas (Wilcox,
1996).

El crecimiento asimbidtico de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se
produce hasta que entra en contacto con la raiz del hospedero, formando una estructura
Ilamada apresorio por donde penetraran las hifas a las células corticales de la raiz, para
formar los arbusculos e incrementar el area de contacto entre la planta y el hongo; se
inician una serie de cambios fisioldgicos y bioquimicos, esto soporta la hipétesis de que
el hongo emite sefiales que la planta reconoce y que evitan el inicio de su reaccién de
defensa (Barrer, 2009). La planta también libera compuestos de naturaleza volatil o
difusible (exudados) que estimulan el crecimiento de la hifa en diferentes puntos de
control mientras se da la colonizacion fungica (Barrer, 2009).

Las incesantes investigaciones y experiencias practicas llevadas a cabo las
ultimas décadas, han abierto grandes posibilidades de aplicaciéon de los HMA, entre las

cuales destacan la bioremediacion y reforestacion de suelos contaminados con metales



pesados e hidrocarburos, recuperacion de formaciones vegetales nativas y del estrato
herbaceo afectado por faenas mineras e industriales, regeneracién de cubiertas vegetales
y reforestacion de espacios ambientales desfavorables que presenten estrés hidrico y
salino, valores extremos de pH, exceso de viento y altas pendientes (Stahl et al., 1988;
Dannowski y Werner, 1997; Bago, 2000; Rabie, 2005; Rabie y Almadini, 2005; Rillig y
Mummey, 2006; Taylor et al., 2008). Sin embargo, los investigadores se han enfocado
en el estudio de los HMA, como biofertilizantes de tierras agricolas (Blanco y Salas,
1997; Cuenca et al., 2004; Faheed y Abd-El Fattah, 2008).

El incremento exponencial de la demanda mundial de alimentos y la necesidad
de garantizar la sustentabilidad de los sistemas agricolas, permitiendo conservar por el
mayor tiempo posible el uso y manejo de los recursos, ha obligado a la agricultura
moderna, a implementar y desarrollar sistemas de biofertilizacion, que emplean
directamente los microorganismos u organismos asociados o no a la rizosfera o los
productos metabdlicos de éstos. Los microorganismos utilizados en los biofertilizantes
son clasificados dentro de dos grupos: el primer grupo incluye a los que tienen la
capacidad de sintetizar sustancias que promueven el crecimiento de la planta, fijando
nitrdgeno atmosfeérico, solubilizando hierro y fésforo inorgéanico; y mejoran la tolerancia
de la planta hospedera al estrés por sequia, salinidad, metales toxicos y exceso de
pesticidas. El segundo grupo incluye a los que disminuyen o previenen los efectos del
deterioro causado por los patégenos (Bashan y Holguin, 1998; Lucy et al., 2004). Puede
haber microorganismos que pertenecen al primer grupo como las bacterias nitrificantes y
las microalgas, o que pueden estar en los dos grupos, como los HMA, ya que ademas de
promover el crecimiento de la planta, inhiben los efectos de los patdgenos (Kloepper et
al., 1980).

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos procariotas y eucariotas,
capaces de utilizar nutrientes como el dioxido de carbono (CO,), agua y energia solar
para producir biomasa y se consideran interesantes en este contexto ya que poseen un
elevado contenido en aceites (hasta un 60% en masa) (Rhodes, 2009; Mulumba y Farag,
2012). Ademas, pueden crecer extremadamente rapido, entre 10 y 200 veces mas rapido

que los cultivos terrestres como la soya y colza (Chisti, 2007); viven en condiciones no



muy favorables (Mata et al., 2010) y se localizan en habitats diversos como agua de mar,
dulce, salobre, residuales o en el suelo, bajo un amplio intervalo de temperaturas, pH y
disponibilidad de nutrientes, debido a su estructura unicelular o multicelular simple
(Hernéndez-Pérez y Labbé, 2014). Tienen una alta productividad, pues con pequefias
areas de cultivo se pudiera abastecer grandes demandas energéticas (Rhodes, 2009).

El crecimiento de un cultivo de microalgas se expresa como el incremento de
biomasa ya sea en forma de numero de células, biomasa seca (total u organica), cantidad
de proteina o de pigmentos (medidos directamente o en unidades arbitrarias de
fluorescencia), y volumen de células o carbono celular total (calculado para un periodo
de tiempo o una fase de crecimiento especifica). En general, las condiciones ambientales
cambian con la edad del cultivo, por lo cual cambia también la velocidad de crecimiento
poblacional, esto permite reconocer diferentes fases de crecimiento, que sirven para
describir la forma en la cual cambia la concentracion celular o de biomasa. Estas fases
son: fase logaritmica o de adaptacion (1), de aceleramiento (2), exponencial (3), de
desaceleracion (4), estacionaria (5) y de muerte (6). Normalmente se cultiva o se recoge
la cosecha de microalgas entre las fases 4 y 5, donde la concentracién celular alcanza su
maxima expresion, a pesar de que la division celular disminuye; las condiciones del
cultivo se van haciendo limitantes debido al alto volumen de células y la natalidad tiende
a igualarse a la mortalidad (Arredondo-Vega y Voltolina, 2007); indicando que el medio
de cultivo aln posee grandes cantidades de nutrientes. Existen una gran variedad de
medios de cultivos, la mayoria son modificaciones de formulas establecidas con el fin de
proporcionarle a las especies a cultivar las condiciones adecuadas para su desarrollo y
reproduccion (Arredondo-Vega y Voltolina, 2007).

Actualmente el mercado de las microalgas se basa en la acuicultura, en la
produccién de biomasa nutritiva para la alimentacién y en la produccion de compuestos
de alto valor agregado, como antioxidantes (Spolaore et al., 2006). Sin embargo, en las
ultimas décadas se registré un aumento de las investigaciones dirigidas al cultivo masivo
de microalgas, especialmente de Chlorella vulgaris Beyerinck como fertilizantes de
tierras agricolas, debido a que representan una fuente de biomasa que puede ser

empleada en la produccion de biocombustibles y biofertilizantes (Miao y Wu, 2006;



Demirbas, 2009; Brennan y Owende, 2010; Abdel-Raouf et al., 2012), pero el agua
residual rica en nutrientes de esos cultivos es desechada. Las algas verdes contienen un
alto porcentaje de macronutrientes, una cantidad considerable de micronutrientes y
aminoacidos por lo que pueden ser usadas en la agricultura, pues estimulan el
crecimiento de las raices y producen buenos rendimientos, éstas se pueden producir
convenientemente en aguas residuales y salobres y pueden parcialmente sustituir a los
fertilizantes quimicos para evitar la contaminacion ambiental (Kuwada et al., 2006).

La produccion comercial de microalgas tiene alrededor de 50 afios, siendo los
principales géneros de interés comercial: Chlorella, Spirulina, Dunaliella y
Haematococcus. La especie Chlorella vulgaris Beyerinck es la méas abundante y
disponible alga verde unicelular de agua dulce, cuyas células se presentan aisladas
aunque eventualmente pueden formar agregados; tiene forma esférica y un tamafio que
oscila entre 2 y 6 pm. Esta microalga es una de las especies mas abundantes y frecuentes
en la flora de las aguas residuales y lagunas de oxidacion; crece rapidamente a elevadas
temperaturas y tolera hasta 37°C en condiciones de cultivo a cielo abierto (Hernandez-
Pérez y Labbé, 2014).

Faheed y Abd-El Fattah (2008) emplearon Chlorella vulgaris como
biofertilizante de lechuga, analizando el efecto de la fertilizacion sobre los parametros de
crecimiento y aspectos metabolicos de las plantas, observando que los cultivos de
microalgas incrementan significativamente el crecimiento vegetativo, la biomasa fresca
y seca, asi como el contenido de pigmentos, sin embargo, también reportan una
disminucion significativa en carbohidratos solubles, proteinas solubles y aminoécidos
libres totales en comparacién con el tratamiento control (medio de cultivo esterilizado).

Kuwada et al. (2006) estudiaron el efecto de los extractos de algas rojas y verdes
en el crecimiento hifal de hongos micorrizicos arbusculares, y en el crecimiento de
plantas de lechosa y parchita. Los resultados mostraron que los extractos de las algas
estimulan significativamente el crecimiento de las hifas, aumentando notablemente el
porcentaje de colonizacion de los HMA en raices de lechosa y parchita, ademas
incrementan la biomasa de éstas en comparacion con el control (0% del extracto), por lo

que los extractos de algas rojas y verdes se pueden usar como materia prima para



bioestimulantes, especialmente de HMA.

Calderon et al. (2000) evaluaron el efecto de la inoculacion de Glomus manihotis
sobre el crecimiento y desarrollo durante la fase de aclimatacion de plantas de yuca
producidas in vitro, demostrando que la micorrizacion incrementa significativamente el
desarrollo de las plantas y promueve el alargamiento del sistema radical en comparacion
con las no micorrizadas, lo cual estd asociado con mejoras en la nutricion del hospedero.

En Venezuela, por su biodiversidad (en plantas y microorganismos), condiciones
edafoclimaticas y su ubicacion geografica, se ve beneficiado el establecimiento de
plantas de interés agricola, como la yuca, que tiene gran demanda en todas las regiones
de la nacion. Sin embargo, con la premisa de alcanzar una agricultura sustentable que
resulte practica y rentable para cada unidad agricola y que también permita mejorar la
fertilidad del suelo, en el presente trabajo se evalud el efecto de las micorrizas
arbusculares nativas del estado Sucre y los residuos del agua de cultivo de Chlorella
vulgaris en el crecimiento y desarrollo de plantas de yuca, para reducir los costos de
produccidn del rubro y disminuir las concentraciones de fertilizantes quimicos que estan

contaminando los suelos donde se establece el cultivo.



METODOLOGIA

Ubicacidn del ensayo

El bioensayo se realiz6 en un vivero particular en la comunidad de San Fernando,

municipio Montes, estado Sucre, en las coordenadas 10°18°19,5"N y 63°56°11,2”0.

Material de siembra

Para esta investigacion se seleccionaron estacas de Manihot esculenta variedad
Valenciana de aproximadamente 8 cm de largo por un cm de ancho aparentemente
sanos, es decir, sin dafios mecanicos y libres de enfermedades, provenientes de una
plantacion ubicada en la poblacion de San Fernando, comunidad El Caro-Cafio,

municipio Montes, estado Sucre.

Manipulacion y andlisis del suelo

Se usé suelo de vivero proveniente de la poblacion de San Fernando, comunidad
San Fernando, municipio Montes, estado Sucre; el cual se esterilizé en autoclave a una
presion de 15 psi por 15 min. La determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del
suelo fue evaluada por el Laboratorio de Suelos, Agua, Planta y Ecomateriales de la
Escuela de Ingenieria Agrondmica de la Universidad de Oriente, nacleo Monagas, donde
se evidencia: textura, pH, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio catiénico,

materia organica y el contenido de P, K, Na, Ca y Mg asimilable.

In6culo micorrizico

El in6culo nativo de micorrizas, formado por micelio y esporas asociadas a la
rizosfera proviene de una plantacion de yuca, ubicada en la poblacion de San Fernando,
comunidad El Caro-Cafio, municipio Montes, estado Sucre.

Para evaluar la capacidad infectiva de los hongos nativos, se aislaron las esporas
de los HMA de aproximadamente 5 kg de suelo, utilizando la técnica del tamizado

humedo y decantado (Sieverding, 1991). EI material fue recogido en un tamiz de 35 pm,



se seco al aire durante tres dias y es lo que fue considerado como el in6culo de hongos

nativos. Para la inoculacion se uso6 50 g del indculo por cada unidad experimental.

Siembra e inoculacion

Para la siembra de las estacas de yuca se utilizaron envases plésticos de un kg de
capacidad, con 900 g del suelo esterilizado, al cual se le aplico 50 g del indculo
micorrizico nativo. EI método de inoculaciéon de los HMA fue de aplicacion directa y
homogénea al suelo.

Se realizé la siembra directa de un esqueje de yuca por envase, los cuales se
mantuvieron bajo condiciones de vivero hasta la emergencia de las plantas, a
temperatura ambiente, con fotoperiodo de 12:12 horas y riego semanal con 100 mL de
agua filtrada. Los tratamientos se aplicaron semanalmente después de los 10 dias de
emergencia de las plantas, durante 70 dias para un total de 80 dias de ensayo. El
tratamiento control fue regado con 50 mL de agua filtrada, mientras que a las plantas
sometidas a las diferentes concentraciones de residuos del agua de cultivo de microalgas
(25, 50 y 100%) se les aplico 50 mL de acuerdo al tratamiento. El suelo fue mantenido a
capacidad de campo hasta el final del experimento.

Los residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris fueron suministrados por
el Laboratorio de Cultivo de Microalgas del Instituto Oceanografico de Venezuela (I0V)

y las diluciones (25 y 50%) fueron realizadas con agua filtrada.

Disefio experimental

Se evalud el efecto combinado de HMA nativos y el riego constante con
diferentes concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25,
50 y 100%) sobre el crecimiento y desarrollo de Manihot esculenta, utilizando tres
bloques al azar, con tres réplicas para cada tratamiento, para un total de treinta y seis
(36) unidades experimentales. Cada unidad experimental representa por un envase

plastico de un kg de capacidad que contenia una estaca de yuca.



Estudios en el vivero

Para cada una de las plantas de cada tratamiento se midid, quincenalmente,
durante 70 dias los parametros de crecimiento y desarrollo de la parte vegetativa de las
plantas (altura, grosor del cuello del tallo y nimero de hojas fotosintéticas). La longitud

del sistema radical se evalu6 una vez cosechadas las plantas.

Altura de la planta
La altura de cada una de las plantas representa la medida obtenida desde la base
del tallo hasta el meristema apical, localizado en la yema terminal, para obtener esta

medida se empled una cinta métrica.

Grosor del cuello del tallo
El grosor del cuello del tallo (diametro de la base del tallo) de cada una de las
plantas se obtuvo con ayuda de un vernier digital Mitutoyo, modelo CD-6"".

Numero de hojas
Se registré el nimero de hojas fotosintéticas totales observadas en cada una de
las plantas sometidas a los tratamientos establecidos en este estudio.

Longitud del sistema radical
La longitud del sistema radical de cada una de las plantas representa la medida
obtenida desde la base del tallo hasta la raiz de mayor longitud, para obtener esta medida

se empled una cinta métrica.

Estudios en el laboratorio

Una vez finalizado el experimento, a los 70 dias de aplicacion de los tratamientos
(80 dias después de la emergencia de las plantas), se cosecharon las plantas sometidas a
cada una de las concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chrolella vulgaris, a

las cuales se les determind la biomasa seca constante de la parte aérea y el porcentaje de
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infeccion micorrizica del sistema radical. Adicionalmente, el nimero de esporas de

HMA presentes en 100 g de suelo se evaluo en este bioensayo.

Biomasa seca de las plantas

La biomasa seca constante se determind mediante el método de Campos (1994),
el cual consistio en separar la parte aérea de las plantas y colocarlas en bolsas de papel
previamente rotuladas de acuerdo a los tratamientos. Luego fueron secadas en la estufa
(Lab-Line®) a 80°C por 72 horas. Al término de este periodo, se procedié a pesar cada
una de las muestras con una balanza analitica marca Denver Instrument Company,
modelo TR-64.

Porcentaje de infeccion micorrizica

Para determinar el porcentaje de colonizacion de los HMA nativos en el sistema
radical de M. esculenta, las raicillas de cada planta se cortaron en segmentos de 2 cm de
longitud y se les aplicd un procedimiento de decoloracion y tincion de Phillips y
Hayman (1970), con modificaciones de Dodd et al. (2001), que consistio en: sumergir
aproximadamente 2 g de raicillas (previamente colocadas en capsulas plasticas “tissue
teck”) en KOH al 1%, en bafio de Maria a 90°C durante 5 min para despigmentar los
tejidos corticales. Luego el exceso de KOH se elimind mediante el lavado con agua
destilada, y posteriormente, fueron sumergidas en HCI al 1% durante 10 min para
neutralizar el KOH. El exceso de HCI se decantd y se colocaron las muestras en tubos de
tincion, para cubrirlas con lactofenol y colorante de azul de tripano al 0,05% por 24 h.
Posteriormente, el exceso de colorante fue eliminado lavando las muestras con agua
destilada y, finalmente, se colocaron en lactoglicerina para su posterior evaluacion.

Se evalud por triplicado, una muestra de 10 segmentos de raices de
aproximadamente 2 cm de longitud de cada tratamiento, los cuales fueron colocados
paralelamente en portaobjetos de manera perpendicular al eje més largo, se les afiadio
lactoglicerina a las raices y se les colocé otro portaobjetos encima a fin de protegerles
completamente.

La frecuencia de micorrizacion (%F) y riqueza de arbusculos (%A) en la corteza
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radical que representan las variables del porcentaje de infeccion de los HMA, se
evaluaron segin el método de Trouvelot et al. (1986), en el cual se contaron los
interceptos con y sin evidencias de infeccion, con un microscopio Motic serie B-1, con
los objetivos de 10 y 40X (100 y 400X de magnificacion). Cada segmento fue
categorizado (dependiendo de la presencia o ausencia del micelio intraradical) entre las
clases 0 (0% infeccion) hasta 5 (>95% infeccion). Simultdneamente, la proporcién de
arbusculos en cada porciédn infectada fue categorizada entre Ag (0% arbdsculos) hasta Az

(100% arbusculos), aplicando las siguientes formulas:

Frecuencia de micorrizacion (%F) = (n1 +5n2 + 30 n3 + 70 n4 + 95n5) / N

Riqueza arbuscular total = A (%) =a mA /100

a (%) = (10 mA1 + 50 mA2 + 100 mA3) / 100

mA 0 M (%) = (n1A + 5 n2A + 30 n3A + 70 n4A + 95 n5A) / 100

Donde la frecuencia de micorrizacion (%F) es simétrica en el rango 5-95 %, N es
el numero de fragmentos observados, A corresponde al nimero de fragmentos con
arblsculos categorizados, a es el porcentaje de arbusculos en la porcion de raiz
colonizada, mA o M indica la intensidad de micorrizacién total (%), nl ... n5y
nlA ... n5A representan el nimero de fragmentos pertenecientes a las categorias como

1... 5, respectivamente.

Aislamiento y cuantificacion de esporas de hongos formadores de micorrizas
arbusculares

Para la extraccion de esporas de los hongos micorrizicos arbusculares se siguio el
método del tamizado himedo de Gerdemann y Nicolson (1963). En una balanza
analitica (Denver Instrument Company, modelo TR-64) se pesaron 100 g de suelo de

cada muestra y se colocaron en un beaker de vidrio de 500 mL de capacidad, se
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mezclaron con 300 mL de agua de chorro, y se agitaron por 20 s. Posteriormente la
mezcla fue vertida a través de tamices de 250 um hasta 35 um.

Las muestras que quedaron en el tamiz de 35 um, se colocaron en tubos de
centrifuga a los cuales se les afiadié 10 mL de sacarosa al 60%, estos fueron colocados
en una centrifuga (Hamilton Bell VV 6500) a 3 000 rpm durante 3,5 min, luego el
sobrenadante se vertio sobre el tamiz de 35 um, donde fueron lavadas las esporas con
abundante agua de chorro. El residuo resultante fue colocado en una capsula de Petri
para su conteo. Las esporas se observaron en un microscopio estereoscopico marca
Motic serie B-1 a 60X y la cantidad total de esporas cuantificadas se expresé por 100 g

de suelo.

Andlisis estadisticos

Se usO un disefio de bloques al azar con arreglo factorial (4 x 3 x 3), donde
fueron empleados cuatro tratamientos distribuidos aleatoriamente en tres bloques, con
tres replicas, para un total de 36 unidades experimentales. Los resultados fueron
analizados estadisticamente con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y para los
tratamientos significativos se realizd la prueba a posteriori de Duncan, con un nivel de

significancia de 0,05, utilizando el programa estadistico Statgraphics Centurion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis fisicoquimico del suelo

El anélisis fisicoquimico del suelo estudiado (Tabla 1) refleja de forma general
que es de textura franco arenosa, presentando pH medianamente &cido, muy baja
saturacion de aluminio y capacidad de intercambio catidnico (CIC), bajos niveles de

conductividad eléctrica (CE), fosforo asimilable, sodio, potasio y calcio.

Tabla 1. Analisis fisicoquimico de un suelo de vivero proveniente de una plantacién
ubicada en la poblacion de San Fernando, comunidad San Fernando, municipio Montes,
estado Sucre, Venezuela.

Determinaciones analiticas Unidad

Textura Franco arenoso
Porcentaje de Arcilla % 9,15

pH 5,98
Conductividad eléctrica (CE) dS/ma 25°C 040 B
Capacidad de intercambio catiénico (CIC)  meqg/100g de suelo 7,40 MB
Saturacion de aluminio (SAI*Y) % 0,00 MB
Materia organica (MO) % 4,72 N
Fésforo asimilable mg/kg 560 B
Sodio (Na") meq/100g de suelo 020 B
Potasio (K") meq/100g de suelo 0,02 B
Calcio (Ca™) meq/100g de suelo 400 B
Magnesio (Mg*™™) meq/100g de suelo 0,60 N

A: alto, N: normal, B: bajo y MB: muy bajo.

El suelo es un cuerpo natural de los sistemas terrestres, que influye en la
regulacion y purificacion del agua y gases, interviene en el intercambio gaseoso, tiene la
capacidad de soportar vida, es un detoxificante de los residuos urbanos e industriales y
contribuye en la descomposicion de la materia organica (Angers y Caron, 1998; Torres-
Guerrero et al., 2013); por lo que se puede decir, que los suelos son la base de los
sembradios, debido a que es su soporte natural, y de él toman las raices el agua y los
nutrientes minerales. La textura franco arenosa del suelo estudiado en esta investigacion,
lo clasifica como un terreno ligero que se caracteriza por ser inerte, de pH acido, con

poca capacidad de retencion de agua, elevada permeabilidad, buen drenaje y buena
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aireacion. Navarro y Navarro (2003) consideran que los suelos francos (cualquiera de
sus numerosas subdivisiones) son los mas importantes desde el punto de vista agricola,
ya que se trata de suelos facilmente laborables, porque son ligeros, facilitan una menor
retencion de agua y la aparicion de un mayor espacio poroso que permite su buena
aireacion y drenaje, con lo que aumenta la absorcion del agua disponible por el sistema
radical de las plantas.

El suelo empleado en este ensayo presenta un pH de 5,98, que lo clasifica como
medianamente &cido. EI pH 6ptimo para la mayoria de los cultivos deberia estar entre 6
y 7, aunque muchos cultivos de origen tropical pueden crecer bien con un pH
medianamente acido de 5,5 a 6 (Garrido, 1994; Bernal et al., 2015; Toledo, 2016; Rivera
et al., 2018). Azcon-Bieto y Talon (2013) expresan que la mayoria de las plantas crece
en terrenos cuyo pH oscila entre 4 y 8; ademas, en los extremos de este intervalo se
producen situaciones de estrés, a las que se han adaptado diversas especies que se
clasifican como plantas: basofilas, que viven en suelos con valores de pH entre 8y 9; y
acidofilas, que viven en sustratos con un pH inferior a 4. Este factor determina la
disponibilidad de muchos de los elementos necesarios para el crecimiento de las plantas;
afecta la accion de los microorganismos del suelo, que son responsables de la
mineralizacion de la materia orgéanica para poner a disposicion de los cultivos los
nutrientes contenidos en ésta; e influye en la capacidad de absorcién del agua por el
sistema radical (Castillo, 1987; Garrido, 1994; Bernal et al., 2015; Toledo, 2016; Rivera
etal., 2018).

El pH medianamente &cido del suelo empleado en esta investigacién permite que
abunden los hidrogeniones y el aluminio, lo que impide que otros elementos esenciales
para las plantas como el calcio, magnesio, sodio o potasio permanezcan en él, pasando a
la fraccion soluble y siendo facilmente eliminados con el agua de lluvia o de riego
(Castillo, 1987; Navarro y Navarro, 2003). Por esta razon, el suelo presenta bajos niveles
de calcio, sodio y potasio (4; 0,2 y 0,02 meq/100g de suelo, respectivamente).

El calcio se absorbe como ion divalente (Ca®*) y es necesario para la integridad y
la funcionalidad de las membranas, estabilizacion de la pared celular y las proteinas

(Castillo, 1987). Se ha demostrado que estd implicado como segundo mensajero en el
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funcionamiento de algunas hormonas y en respuestas ambientales (Azcon-Bieto y Taldn,
2013). Los sintomas de su deficiencia se observan inicialmente en hojas jovenes dado su
baja movilidad; en general, se observan meristemas apicales deformados, pequefios o sin
crecimiento; las yemas en forma de gancho, los brotes del tallo o de flores se caen y en
las hojas maduras se presenta clorosis marginal y pérdida de turgor, también en las
raices donde los apices de estas se cubren de una substancia viscosa 0 muscilaginosa y
se tornan a un color negro (Martinez et al., 2009; Azcén-Bieto y Talon, 2013).

El sodio, se encuentra como catién monovalente (Na*) y algunas plantas lo
contienen en concentraciones mas propias de un macronutriente (por ejemplo, las
haléfitas). Sin embargo, esto se debe a un mecanismo adaptativo de control osmético,
aunque en general se tiende a absorber selectivamente méas potasio que sodio (Azcon-
Bieto y Talon, 2013). Es un elemento abundante en el medio natural y, puede ser
utilizado por las plantas en pequefias cantidades, al igual que los micronutrientes, como
auxiliar para el metabolismo y la sintesis de la clorofila. En algunas plantas, se puede
utilizar como un sustituto parcial de potasio y, ademas, es util en la apertura y el cierre
de estomas, lo cual ayuda a regular el equilibrio interno de agua pero, en pequefias
cantidades ya que su exceso provoca grandes problemas; se pueden producir diferentes
dafios como, por ejemplo: marchitamiento repentino, retraso de crecimiento,
guemaduras marginales en las hojas (especialmente en las hojas inferiores y viejas),
amarillamiento y caida en las hojas, desarrollo restringido de las raices, muerte gradual o
repentina de las plantas (Alvaro, 2020).

El potasio (K") es importante en la sintesis y transporte de carbohidratos, sintesis
de grasas y proteinas (Castillo, 1987); desempefia un papel clave en la osmorregulacion
que tiene lugar en los procesos de apertura y cierre estomaticos; activa mas de 50
sistemas enzimaticos (entre los que destacan oxidorreductasas, deshidrogenasas,
transferasas, sintetasas y quinasas) e interviene en el mantenimiento de la turgencia de
las celulas (Castillo, 1987; Azcon-Bieto y Talon, 2013). En su ausencia, inicialmente se
observa en las hojas maduras clorosis marginal e intervenal, enrollamientos, hojas
arrugadas y brotes muy cortos. En general, se observa una planta débil, con tallos

delgados y un sistema radical pobre, de escasas y cortas raices con coloracion parduzca
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que poseen baja tolerancia a situaciones de estrés o ataques de enfermedades (Gierth y
Maser, 2007; Cabezas y Sanchez, 2008; Martinez et al., 2009; Barrera et al., 2010;
Azcon-Bieto y Talon, 2013; Dussan et al., 2015; Rivera et al., 2018).

La disponibilidad del fésforo disminuye a un pH inferior a 6,5 debido a que el
hierro y aluminio aumentan su solubilidad cuando el pH es menor, provocando la
precipitacion del fésforo como fosfatos insolubles (Navarro y Navarro, 2003; Azcon-
Bieto y Taldon, 2013; Rivera et al., 2018). El pH de 5,98 del suelo de vivero usado en
este ensayo, provoca que se observen bajos valores de fosforo asimilable (5,6 mg/kg).
Sin embargo, estos niveles son caracteristicos de suelos virgenes o poco explotados. El
fosforo es un elemento de gran importancia en la nutricion de las plantas y con
frecuencia presenta limitaciones en la fertilidad de los suelos, ya que tiene un papel
estructural importante en muchas moléculas y estructuras celulares, como los enlaces
diéster presentes en los &cidos nucleicos y en los fosfolipidos, los cuales son
fundamentales en las estructuras membranosas (Azcon-Bieto y Taldn, 2013).

La conductividad eléctrica (CE) es un valor que indica la concentracion de sales
que pueden afectar a los cultivos y se correlaciona con algunas propiedades del suelo
que afectan la productividad de las cosechas, incluyendo textura, capacidad de
intercambio cationico, condiciones de drenaje, contenido de materia orgénica, salinidad,
y caracteristicas del subsuelo (Garrido, 1994; Navarro y Navarro, 2003). La baja
conductividad eléctrica (0,4 dS/m a 25°C), disminuye la presion osmotica del sustrato
por lo que aumenta la disponibilidad de agua para las plantas.

La materia organica (MO) influye mucho en las propiedades quimicas y fisicas
del terreno, por lo tanto, es importante tener una idea del contenido de MO en el suelo,
ya que permite estimar en forma aproximada las reservas de N, P y S y su
comportamiento en la dindmica de nutrientes (Kass, 1996; Garcia, 2020). La materia
organica mejora muchas propiedades quimicas, fisicas y microbiologicas que favorecen
el crecimiento de las plantas ya que sufre diferentes procesos de transformacion hasta
llegar a sus componentes elementales, macro y microelementos, que la planta puede
absorber (King et al., 2019; Garcia, 2020). Los constituyentes basicos: proteinas,

hidratos de carbono, y acidos organicos complejos, sufren una transformacion de su
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estructura denominada mineralizacién rapida, hacia compuestos més sencillos, los cuales
por accién microbiana pasaran a mineralizarse formando compuestos inorganicos,
solubles (PO,*, SO,%, NO,) 0 gaseosos (CO, y NHs) (Seremesic et al., 2017; Garcia,
2020).

Las arcillas y MO del suelo tienen la propiedad de comportarse como iones de
carga negativa, aniones, de forma que son capaces de retener o adsorber cationes. Esta
capacidad del sustrato es lo que le permite retener los elementos necesarios para nutrir a
las plantas, que de otra forma estarian en la solucién del suelo facilmente disponibles
para su lavado en profundidad. Asi, cuanto mayor sea la capacidad de intercambio
cationico (CIC) mayor seréa la fertilidad natural del terreno (Garrido, 1994; Azcon-Bieto
y Taldn, 2013). La muy baja CIC (7,40 meqg/100g de suelo) muestra que el sustrato en
estudio tienen una pobre habilidad para retener cationes y, por lo tanto, presenta baja

disponibilidad y cantidad potencial de nutrientes para la planta (L6pez y Estrada, 2015).

Evaluacion de la parte aérea de las plantas

En la Figura 1, se observa el comportamiento de la altura promedio en plantas de
yuca inoculadas con HMA nativos y regadas durante 70 dias con las distintas
concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y
100%). Los resultados muestran la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en los dias 30 (KW= 0,0370379; p<0,05), 45 (KW= 0,0213257; p<0,05),
60 (KW= 0,00472294; p<0,05) y 70 (KW= 0,00269963; p<0,05) de aplicacion de los
tratamientos, siendo las plantas regadas con la concentracion de 100% las que registran
los valores promedios mas bajos en comparacion con las deméas concentraciones
empleadas en este bioensayo. Sin embargo, se observaron diferencias estadisticamente
no significativas en los dias 0 (KW= 0,508826; p>0,05) y 15 (KW= 0,435801; p>0,05)
de experimentacion.

Las medidas de la altura promedio de las plantas de yuca micorrizadas y
fertilizadas con residuos del agua de cultivo de C. vulgaris en las distintas
concentraciones (0, 25, 50 y 100%) reflejan a partir del dia 15 de experimentacion, que a

medida que aumenta la concentracion de residuos disminuye la altura de las plantas,
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siendo las plantas control las que registran los mayores valores.

B HMA + 0%
BHMA +25%
OHMA +50%
mHMA + 100%

Altura promedio (cm) de las plantas de Manihot esculenta

0 15 30 45 60 70

Tiempo (dias)

Figura 1. Altura de las plantas de Manihot esculenta, cultivadas en suelos micorrizados
durante los 70 dias de aplicacion de las distintas concentraciones de residuos del agua de

cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%). Los valores son los promedios + el error
estandar (n=9). Las letras sobre las barras indican la existencia de diferencias significativas mientras que
la ausencia de estas sefiala la existencia de diferencias estadisticamente no significativa.

El comportamiento en la altura de las plantas de M. esculenta micorrizadas,
demuestra que las dosis agregadas de residuos del agua de cultivo de C. vulgaris (25, 50
y 100%) desequilibran la simbiosis establecida entre el sistema radical de la yuca y los
HMA nativos, lo cual a su vez influye en la efectividad de estos hongos principalmente
en su capacidad para movilizar los nutrientes disponibles en el suelo a las raices de la
planta hospedera, afectando negativamente el crecimiento de M. esculenta en los 30, 45,
60 y 70 dias de aplicacion de los tratamientos. Estos resultados pueden ser atribuidos a
gue M. esculenta se cultiva fundamentalmente en los tropicos y en terrenos considerados
marginales, infértiles, acidos y con largos periodos de sequia (Mederos, 2006), por lo

que es clasificada como una planta micorrizico dependiente (Janos, 1980; Sieverding,
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1991; Velandia, 2006; Carretero et al., 2009), ya que son los HMA los que le permiten
desarrollarse en estas condiciones ambientales poco favorables, como las empleadas en
este bioensayo.

Los factores asociados con la dependencia micorrizica de la planta, se relacionan
principalmente con la especie de la planta hospedera, variedad, cultivar, estado
nutricional, edad y presencia de compuestos fungistaticos o alelopéticos; debido a que
influyen en los HMA en general, puesto que son poco especificos, cuando se comparan
con otros sistemas biotroficos, por lo que son considerados universales (Siqueira y
Franco, 1988). Gerdemann (1975) y Van der Heijden (2002) definen la dependencia
micorrizica como “el grado de relacion en el cual una planta es dependiente de la
condicion micorrizica para producir su maximo crecimiento o produccion, en una
fertilidad dada de suelo”; teniendo en cuenta este concepto las plantas se agrupan en:
micotrdficas obligadas, facultativas y no micotréficas. Las diferencias entre el grado de
micotrofismo de algunas especies, e incluso de las variedades de una misma especie,
dependen en gran medida del tipo y habito radical (Howeler y Sieverding, 1982; Dodd et
al., 1990; Diederichs y Moawad, 1993; Van der Heijden, 2002; Lugo, 2021).

Medina (2021) sefiala que el efecto més importante que produce la colonizacion
de los HMA en las plantas hospederas es un incremento en la absorcion de nutrientes
minerales del suelo, principalmente P (elemento limitante en muchas areas productoras
de América Latina, particularmente en los suelos agricolas del estado Sucre empleados
en este ensayo), que se traduce en un mayor crecimiento y desarrollo. Otros estudios
sefialan que los efectos benéficos aparte del incremento en la superficie de absorcion de
agua y nutrientes, son: la extension de la vida util de las raices absorbentes,
mejoramiento de la absorcion i6nica, aumento de la capacidad fotosintética de las
plantas, por ende, mayor produccion de biomasa, resistencia de las raices a infecciones
causadas por patdgenos, incremento de la tolerancia de las plantas a toxinas del suelo
(organicas e inorganicas), valores extremos de acidez del suelo y disminuye el estrés
causado por factores ambientales (Aguilera et al., 2007; Kapoor et al., 2008; Siddiqui y
Akhtar, 2008; Harris et al., 2009; Smith y Read, 2009; Camargo-Ricalde et al., 2012;
Azcon-Bieto y Talon, 2013; Pérez et al., 2018).
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La yuca es un cultivo que en promedio puede extraer del suelo 4,42 kg/ha de N;
0,67 kg/ha de P y 3,58 kg/ha de K; que corresponde a una extraccion media de nutrientes
por tonelada de raices frescas (Cadavid, 2011; Aguilar et al., 2016). Como se sefialo
anteriormente, el P un elemento limitante en los suelos del estado Sucre (particularmente
en el empleado en este bioensayo, Tabla 1), por lo que las plantas y los microorganismos
presentes en estos sustratos compiten por las cantidades limitadas de este
macronutriente. Sin embargo, las hifas de los HMA exploran un mayor volumen de
suelo y traslocan el ortofosfato inorganico (Pi) desde el micelio extrarradicular al
intrarradicular, y asi lo liberan en las células corticales de la raiz. Estos procesos de
absorcion por parte de la planta y de los hongos micorrizicos estan mediados por
transportadores de Pi que son proteinas con varios dominios transmembrana que
incorporan Pi a las células en contra de un gradiente de potencial electroquimico. Esta
incorporacion de Pi al protoplasto es dependiente de la actividad de ATPasas y se lleva a
cabo involucrando un simporte con protones o sodio (Saparrat et al., 2020). También
pueden movilizar nitrégeno, potasio, calcio, azufre, hierro, manganeso, cobre y zinc, por
lo que la simbiosis micorrizica suministra un enlace critico entre el sistema radical y el
suelo, que contribuye significativamente en la productividad del rubro (Azcén y Barea,
1980; Sieverding, 1991; Liasu y Ogundola, 2006; Yeasmin et al., 2007).

Por otro lado, los residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris estan
cargados de nutrientes después del cultivo o cosecha de las microalgas (recogida). Estos
nutrientes estan lo suficientemente concentrados como para alterar la efectividad de la
simbiosis micorrizica, afectando de forma negativa el crecimiento de las plantas de yuca.
Powell y Bagyaraj (1984) establecen que la respuesta de las plantas hospederas a la
micorrizacion depende de la fertilidad del suelo y esta influenciada tanto por la planta
hospedera como por los HMA y es usada para medir la efectividad fangica. Aguero-
Fernandez et al. (2016) explican que el mayor beneficio de las plantas por la
micorrizacion deriva en un crecimiento superior por un incremento de la absorcién de P
cuando este elemento es limitante en el suelo, mientras que cuando no es limitante, el
beneficio es nulo o reducido, segun el grado de dependencia micorrizica de la planta.

Adicionalmente, Medina (2011) indica que cambios en las caracteristicas fisicoquimicas
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del suelo y el grado de compatibilidad de la planta con el in6culo micorrizico, bajo las
condiciones establecidas en el bioensayo, influyen directamente en la expresion de los
beneficios de la simbiosis en la nutricion del hospedero, que repercute en la inversion
energética de la planta para el crecimiento y desarrollo de la parte aérea de manera
general.

En la Figura 2, donde se muestra el grosor del cuello del tallo de Manihot
esculenta cultivada en suelos micorrizados y fertilizados con distintas concentraciones
de residuos del agua de cultivo de microalgas, durante los 70 dias de experimentacion,
se observan diferencias estadisticamente no significativas en los dias 0 (KW= 0,672056;
p>0,05), 15 (KW= 0,64661; p>0,05), 30 (KW= 0,292241; p>0,05), 45 (KW= 0,279577;
p>0,05), 60 (KW= 0,358365; p>0,05) y 70 (KW= 0,0766305; p>0,05). Sin embargo, el
tratamiento control, es decir, sin residuos (0%), registra los mayores valores en
comparacion con las plantas sometidas a las distintas concentraciones de residuos.
Adicionalmente, este tratamiento exhibe un aumento constante de esta variable durante
el tiempo de experimentacion.

Los resultados obtenidos pueden ser atribuidos a que la aplicacion semanal de las
distintas concentraciones de residuos del agua del cultivo de C. vulgaris (25, 50 y 100%)
aumentan la disponibilidad de nutrientes en el sustrato, lo que afecta directamente la
efectividad de la micorrizacién del sistema radical de las plantas de yuca, la cual se
reduce en suelos fértiles (Calderon et al., 2000; Parada et al., 2001; Castillo et al., 2009).
Smith (1988) indica que para que la asociacién micorrizica alcance la mayor eficiencia,
el sustrato donde crezca el hospedero debe tener bajo contenido P, ya que esta condicion
permite lograr el méximo crecimiento y desarrollo de las plantas micorrizadas.
Adicionalmente, Saldafa et al. (2014) establecen que bajos niveles de P en el suelo
favorecen el establecimiento de la simbiosis micorrizica; mientras que concentraciones
elevadas de este macronutriente ocasiona la disminucion en la expresion de estructuras
fangicas, como hifas y arbusculos. Este fendmeno reduce la capacidad de los HMA para
la movilizacién de nutrientes y agua desde el suelo hacia el sistema radical de la planta
hospedera, lo cual, disminuye significativamente el desarrollo de la parte aérea del

rubro, afectando principalmente su altura y grosor del cuello del tallo (Milano, 2019),
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como pudo ser visualizado en los resultados de este ensayo.
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Figura 2. Grosor del cuello del tallo de las plantas de Manihot esculenta, cultivadas en
suelos micorrizados durante los 70 dias de aplicacion de las distintas concentraciones de
residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%). Los valores son los

promedios * el error estandar (n=9). La ausencia de letras sobre las barras indica la existencia de
diferencias estadisticamente no significativas.

Los HMA reaccionan de distintas formas a los fertilizantes a los que son
expuestos. Al respecto, Quifiones-Aguilar et al. (1998) en su estudio sobre los hongos
endomicorrizicos arbusculares y diferentes sustratos en el crecimiento de Carica papaya
L., en vivero, reportan que al inocular plantas de papaya con Glomus sp. Zac-2 y G.
aggregatum FS-39 cultivadas en el suelo y en sustrato con humus de pulpa de café se
obtuvieron incrementos en el crecimiento de las plantas desde 400 hasta 1000%; sin
embargo, cuando el humus provenia de cachaza de cafia de aztcar no hubo diferencias
significativas en el crecimiento de las plantas, probablemente debido al alto contenido de
nutrimentos del sustrato.

Por su parte, Olivera et al. (2010) estudiaron diferentes alternativas de

fertilizacion para mejorar la produccion de la caraota (Phaseolus vulgaris L.) e indican
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que la aplicacion del producto Ecomic (micorrizas arbusculares comerciales) con un
suplemento de fertilizante mineral (NPK), registro los valores mas elevados de altura y
diametro del tallo en comparacion con los tratamientos con fertilizacion quimica (NPK +
urea) y los abonados con humus sélido y liquido.

Medina (2011) al evaluar el efecto de la esterilizacién del suelo, la fertilizacion
fosférica (0, 25 y 50 ppm de P) y la inoculacion con micorrizas arbusculares (HMA
nativos asociado al suelo del vivero donde se recolecto el perejil, Funneliformis mosseae
y Scutellospora heterogama) en el crecimiento y desarrollo de plantulas de perejil
(Petroselinum sativum Hoffm.) en condiciones de vivero; registrd que las plantas de
perejil inoculadas con F. mosseae, establecidas en suelos previamente esterilizados y
con fertilizacion fosférica de 25 ppm, manifestaron incrementos significativos del 31,
30, 40, 87 y 27% en la altura, grosor del cuello del tallo, nimero de hojas, biomasa seca
y sobrevivencia de las plantas, respectivamente, en contraste con los valores registrados
por el control absoluto. Por lo tanto, concluye que las variaciones en el comportamiento
de los pardmetros de crecimiento y desarrollo, la sobrevivencia y el porcentaje de
infeccion del sistema radical de las plantas de perejil, dependen de las condiciones
ambientales establecidas en cada tratamiento.

Quifiones-Aguilar et al. (2012) registran que el crecimiento de las plantas de
papaya (altura de planta, didmetro de tallo, &rea foliar, volumen radical, biomasa seca
radical y biomasa seca de follaje) se incrementd significativamente cuando éstas se
inocularon con Glomus sp. Zac-2, pero la intensidad de este efecto se modifico por la
dosis (0, 30, 60 y 90 mg kg* de P) y fuente de P empleada como fertilizante
(superfosfato triple, superfosfato simple y roca fosférica).

Milano (2019) indica que la aplicacion de las distintas concentraciones de
vermicompost (0, 15, 30 y 45%) no afecta significativamente la altura, nimero de hojas
fotosinteticas, longitud del sistema radical y biomasa seca de las plantas de frijol pico
negro (Vigna unguiculata L. Waph.) cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos,
bajo condiciones de vivero. Sin embargo, la fertilizacion con 45% de humus sélido
perturba la eficiencia de la simbiosis establecida por los HMA nativos e influye

negativamente en la altura y el grosor del cuello del tallo de V. unguiculata.
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Los resultados obtenidos por los autores citados previamente son un claro
indicativo de la reaccion especifica de las micorrizas al tipo de fertilizante y la dosis
aplicada. Adicionalmente, estos efectos estan condicionados por la especie del HMA y
la planta hospedera involucrada en la simbiosis, por lo que la fertilizacion con residuos
del agua de cultivo de C. vulgaris podrian tener un mejor efecto en el crecimiento y
desarrollo de M. esculenta si se inoculan con diferentes especies de HMA.

El efecto del riego contindo con las distintas concentraciones de residuos del
agua de cultivo de microalgas (0, 25, 50 y 100%) sobre el nimero de hojas fotosintéticas
de las plantas de yuca cultivadas en suelos micorrizados durante los 70 dias de
experimentacion, presentado en la Figura 3, indica la existencia de diferencias
estadisticamente no significativas en los dias 0 (KW= 0,0809279; p>0,05), 30 (KW=
0,186924; p>0,05), 45 (KW= 0,563694; p>0,05), 60 (KW= 0,540197; p>0,05) y 70
(KW= 0,997859; p>0,05) de aplicacion de los tratamientos. Mientras que a los 15 dias
después de haber iniciado la aplicacion de los tratamientos se observaron diferencias
estadisticamente significativas (KW= 0,0379745; p<0,05), siendo el grupo control el que
presenta el mayor numero de hojas fotosintéticas; mientras que las plantas sometidas a la
fertilizacion con el 25 y 50% de residuos muestran un comportamiento intermedio y las
sometidas al 100% presentan los valores méas bajos.

La presencia de un mayor numero de hojas fotosintéticas en este bioensayo
puede ser atribuida exclusivamente a la efectividad de la simbiosis micorrizica y a la
dependencia de M. esculenta a esta asociacion. Estos resultados concuerdan con los
estudios de Ildermaro et al. (2017), Milano (2019) y Medina (2021), los cuales indican
que el nimero de hojas por planta estd asociado tanto a la dependencia micorrizica como
con la adaptacién a ambientes pobres en nutrientes, asi como con las especies
involucradas en la simbiosis micorrizica.

Las hojas son los 6rganos en los cuales ocurre, principalmente, la fotosintesis que
permite la transformacion de la energia radiante en energia quimica. Las hojas son
caducas, es decir, envejecen, mueren y se desprenden de la planta a medida que esta se
desarrolla. EI nimero total de hojas producidas por la planta, su longevidad y capacidad

fotosintética son caracteristicas varietales, profundamente influidas por las condiciones
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ambientales (Suarez y Mederos, 2011).

Rivera et al. (2003) exponen que la simbiosis establecida entre los HMA vy las
plantas hospederas produce una serie de cambios a nivel fisioldgico, entre los que se
pueden destacar el aumento de la taza fotosintética e incremento de la sintesis de

proteinas, clorofila, sustancias de crecimiento y metabolitos secundarios.
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Figura 3. Numero de hojas fotosintéticas de las plantas de Manihot esculenta, cultivadas
en suelos micorrizados durante los 70 dias de aplicacion de las distintas concentraciones
de residuos de agua del cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%). Los valores son

los promedios * el error estandar (n=9). Las letras sobre las barras indican la existencia de diferencias
significativas, mientras que la ausencia de estas sefiala la existencia de diferencias estadisticamente no
significativas.

Alarcon y Ferrera (1999) y Smith y Read (2009) agregan que el establecimiento
de la simbiosis micorrizica representa un alto costo para la planta hospedera, debido a
que genera un drenaje de fotosintatos desde la parte area hasta la zona radical, donde los
compuestos carbonados asimilados por los HMA son destinados para la produccion de la
energia metabolica que asegura su mantenimiento y desarrollo. Sin embargo, durante la

actividad fangica, la planta produce la energia que garantiza el crecimiento y desarrollo
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de sus oOrganos (tallo, hojas y raices); por lo tanto, un mayor nimero de hojas
fotosintéticas y la consecuente estimulacion de la actividad fotosintética para la captura
de carbono, compensa la transferencia continua de los compuestos carbonados que el
micosimbionte demanda de su hospedero, mientras el micelio intra y extraradical de los
HMA mejora la nutricion mineral de la planta hospedera (Barrer, 2009; Azcon-Bieto y
Taldn, 2013).

Por su parte, Medina (2011) demostré que los HMA al aumentar la traslocacion
de nutrientes del suelo a la planta, reducir los efectos del estrés hidrico y aumentar la
resistencia a posibles invasiones de patdgenos, que pueden afectar la salud de la planta;
permiten que los recursos que la planta destinaria para afrontar esos problemas pueden
ser redireccionados para su crecimiento (reflejado en valores elevados de altura) y la
presencia de un mayor numero de hojas fotosintéticas, este ultimo evento afecta
directamente la fotosintesis de la planta y por lo tanto la produccion de fotosintatos que
son necesarios para el establecimiento de la simbiosis, ya que los esqueletos carbonados

son esenciales para la sobrevivencia del fotosimbionte.

Longitud del sistema radical

La longitud del sistema radical de las plantas de yuca cultivadas en suelos
micorrizados y fertilizadas con distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo
de Chlorella vulgaris (Figura 4), presenta diferencias estadisticamente no significativas
(KW= 0,761356; p>0,05), esto puede atribuirse a que este tipo de cultivo es perenne, es
decir, con un ciclo de vida largo y su primera etapa de desarrollo es muy lenta, en la cual
se comienza a establecer el cultivo y desarrollarse las raices (Lozano et al., 1977
Dannowski y Werner, 1997; Aguilera, 2012; Rodriguez et al., 2016);que corresponde al
tiempo en el que se realizé este ensayo (fase de vivero). La etapa de crecimiento lento de
M. esculenta comprende desde la siembra hasta los 60 dias despueés de la siembra (dds) y
se caracteriza principalmente por la brotacion de las estacas, la formacion de las
primeras raices (5-7 dds) y el posterior desarrollo de tallos y hojas (Aguilar et al., 2016).
En esta fase los productos de la fotosintesis son utilizados por estos Grganos para su

crecimiento.
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Los resultados de esta variable, también pueden ser influenciados por el diametro
y forma del envase que no permitieron el mejor desarrollo del sistema radical, ya que se
evidencio una mayor abundancia de raices en el grupo control en comparacion con los
tratamientos fertilizados con 25, 50 y 100% de residuos. Torres-Guerrero et al. (2013)
establecen que el espacio donde se desarrolle o establezca la planta influye en el

desarrollo de su raiz.
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Figura 4. Longitud del sistema radical de las plantas de Manihot esculenta, cultivadas en
suelos micorrizados y fertilizados con distintas concentraciones del residuo de agua del
cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%).

Por otro lado, es importante destacar que la capacidad de la planta de yuca para
producir en suelos relativamente pobres esta relacionada con la disposicidn especial de
la planta para extraer nutrimentos del suelo; el area de exploracion de las raices, puede
llegar hasta un metro de profundidad, lo cual explica su crecimiento en suelos
marginales (Arismendi, 2001). Sin embargo, la planta de yuca tiene un sistema radical
bastante burdo, con raices relativamente gruesas y pobremente ramificadas y los pelos
radicales pueden estar presentes, pero no son muy abundantes (Arismendi, 2001), por lo

que no pueden hacer uso eficiente de los nutrientes del suelo o sustrato, aun cuando
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éstos no presenten problemas de disponibilidad (Alarcon y Ferrera, 1999). Por lo tanto,
su capacidad de adaptarse y crecer en suelos poco fértiles estd relacionada con su
dependencia a la asociacion micorrizica (Arismendi, 2001).

Saparrat et al. (2020) establece que la extension de los HMA en la raiz de la
planta hospedera se divide en tres fases. (i) La etapa inicial durante la cual se produce la
infeccion primaria. (ii) La fase exponencial durante la cual el hongo se propaga inter e
intracelularmente, especialmente en las raices secundarias finas, de manera que el hongo
crece mas rapido que la raiz. Las hifas que crecen por fuera de las células corticales,
penetran la raiz nuevamente a distancias irregulares. La propagacion de la infeccion es
interna o en la superficie de las raices. (iii) La meseta durante la cual el crecimiento de la
raiz y las hifas son similares. El nivel de infeccion de la meseta no es constante y los
factores que afectan la tasa de crecimiento relativo del sistema radical y del micelio
fangico pueden ir cambiando segln el equilibrio entre el desarrollo radical y los HMA
involucrados en la simbiosis.

La simbiosis micorrizica le permite al cultivo un mayor crecimiento en la etapa
inicial donde el sistema radicular es poco desarrollado (Filho y Nogueira, 2007), mejorar
la eficiencia de las raices para la extraccion de nutrientes (Carretero et al., 2009; Okon et
al., 2010; Séry et al., 2016) y en consecuencia, el incremento en el rendimiento del
cultivo (Séry et al., 2016). Por lo tanto, el beneficio de la aplicacion temprana de HMA
nativos en el sustrato donde se cultivaron las plantas de yuca de este bioensayo, es el
aumento de la capacidad del sistema radical de absorber agua y nutrientes; resultando
principalmente en el aumento de la superficie de las raices micorrizadas y el incremento
de la tasa de absorcion de nutrientes (Filho y Nogueira, 2007).

Las micorrizas también brindan proteccién a las plantas contra agentes
patdgenos. En el caso de la planta yuca, el Centro de Investigaciones de Agricultura
Tropical (CIAT) demostrd que la especie Glomus manihotis provee a M. esculenta de
cierta barrera mecanica contra el patdgeno Phytophthora nicotianae var. nicotianae al
incrementar el sistema radical de la planta, favoreciendo el balance de fosforo y la
acumulacién de lignina (Amaya, 1991). Al respecto, Reyes (2011) indica que la

colonizacion de las raices por los HMA cambia en la planta aspectos relacionados con su
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fisiologia como la fotosintesis, la produccion de fitohormonas (citocininas y
giberelinas), disminuye la permeabilidad de las membranas, afectando la dinamica de los
exudados de la raiz, con lo que se afecta a la microflora de la rizosfera. El
microambiente de la rizosfera y los organismos que la habitan, son diferentes al resto del
suelo de la micorrizosfera (que es la zona influenciada por los HMA), ya que los hongos
usan parte de los exudados y asi modifican las funciones de la raiz (Medina, 2021).

Biomasa seca de las plantas

En la Figura 5, que representa la biomasa seca promedio de las plantas de yuca
cultivadas en suelos micorrizados y fertilizados con distintas concentraciones de
residuos del agua de cultivo de C. vulgaris, se observa la existencia de diferencias
estadisticamente no significativas (KW= 0,315069; p>0,05). Los resultados obtenidos en
esta variable revelan que el uso de los residuos del agua de cultivo de C. vulgaris no
genera un beneficio importante para la ganancia de biomasa seca de la parte aérea de M.
esculenta. Sin embargo, los valores promedios de cada tratamiento indican que el mayor
desempefio lo obtuvo la dosis de 25% de residuos y el menor la de 100%, con respecto
al tratamiento control (0%).

El comportamiento de la biomasa seca de M. esculenta, al igual que las variables
de crecimiento y desarrollo de la parte aérea (altura, grosor del cuello del tallo y nimero
de hojas fotosintéticas), puede ser atribuido a la perturbacion de la eficiencia de la
simbiosis micorrizica ocasionada por los nutrientes aportados por la aplicacion continua
de residuos del agua de cultivo de C. vulgaris, siendo este efecto mas pronunciado en la
dosis de 100%. Al respecto, Pérez-Pazos et al. (2018) en su estudio sobre la
acumulacion de biomasa en M. esculenta, en condiciones de invernadero, ante la
aplicacion de diferentes niveles de fertilizacion inorganica (0, 25, 50, 75 y 100% de
NPK) y tres biofertilizantes microbianos disponibles comercialmente, Azobac®
(Azotobacter chrococcum), Fosforiz® (Pseudomonas fluorescens) y Safer Micorrizas®
(micorrizas arbusculares), en dos tipos de suelo (arenoso y franco-arcilloso) de manera
individual y en mezcla, con un control (con los niveles de fertilizacion inorganica sin

inoculacion); encontraron que la combinacion de 25% de NPK + micorrizas presentd

30



una ganancia de biomasa mayor en comparacion con los demés tratamientos de esta
combinacion. Adicionalmente, este tratamiento es capaz de igualar el efecto del
tratamiento con fertilizacién completa sin biofertilizantes (NPK 100%), por lo que estos
resultados demuestran que al aumentar los niveles de fertilizacion inorganica se genera

un declive de los efectos benéficos de los HMA sobre la biomasa de las plantas de yuca.
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Figura 5. Biomasa seca promedio de las plantas de Manihot esculenta, cultivadas en
suelos micorrizados y fertilizados con distintas concentraciones del residuo del agua de
cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%).

Carretero et al. (2009), Okon et al. (2010), Straker et al. (2010), Heberle et al.
(2015), Begoude et al. (2016) y Séry et al. (2016) indican que las diferentes fuentes de
fertilizacion inorganica aplicadas en dosis bajas pueden ayudar a los microorganismos
que forman parte de biofertilizantes comerciales (como los HMA) en la ganancia de
biomasa de la planta hospedera, pero al incrementar las dosis de los abonos inorganicos
se puede generar una inhibicion de la actividad bioldgica de estos microorganismos.

Por su parte, Velasco et al. (2001) contradicen los resultados obtenidos en este
bioensayo, ya que al evaluar el efecto de la adicion de vermicomposta e inoculacion con

el hongo endomicorrizico arbuscular Glomus intraradix y la bacteria Azospirillum
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brasilense sobre la produccién de tomate de céscara (variedad Rendidora), confirman
que las plantas sometidas al uso combinado de microorganismos simbidticos como los
HMA vy la aplicacion de abonos organicos como la vermicomposta presentan mayor
biomasa y rendimiento que el grupo control (sin micorrizacion ni biofertilizacién) y los
tratamientos individuales de vermicomposta, G. intraradix y A. brasilense.

Todo lo anterior expuesto, permite indicar que el uso de las distintas
concentraciones de residuos del agua de cultivo de C. vulgaris no es un buen
acompariante de los HMA nativos en la fertilizacion de los suelos del estado Sucre que

seran empleados para el cultivo de plantas micorrizico dependientes, como M. esculenta.

Porcentaje de infeccion micorrizica

La infeccion micorrizica del sistema radical de Manihot esculenta, esta
determinada por dos parametros fungicos: frecuencia de micorrizacion (%F) y riqueza
arbuscular total (%A). Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman que M.
esculenta es una planta micotrofica obligada ya que los parametros que determinan la
infeccion micorrizica no variaron en los tratamientos establecidos en el ensayo,
presentando diferencias no significativas para la frecuencia de micorrizacion (KW=
0,203539; p>0,05) y riqueza arbuscular (KW= 0,0738835; p>0,05).

En la Figura 6, se observan diferencias estadisticamente no significativas (KW=
0,203539; p>0,05) en la frecuencia de micorrizacién (%F) del sistema radical de
Manihot esculenta cultivada en suelos micorrizados y fertilizados con distintas
concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y
100%), la cual presenta un 100% de colonizacion del sistema radical a pesar de las
distintas concentraciones de residuos aplicadas durante el tiempo de experimentacién
(80 dias después de la emergencia de las plantas). Estos resultados son iguales a los
reportados por Milano (2019) en su trabajo sobre el efecto de las diferentes
concentraciones de vermicompost (0, 15, 30 y 45%) sobre el crecimiento vegetativo de
Vigna unguiculata (frijol pico negro) cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos,
donde se registré un 100% de colonizacién del sistema radical de la planta hospedera

sometida a todos los tratamientos establecidos en este estudio.
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Figura 6. Frecuencia de micorrizacion (%F) del sistema radical de las plantas de
Manihot esculenta, cultivadas en suelos micorrizados y fertilizados con distintas
concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y
100%).

Por su parte, Medina (2011) y Quifiones-Aguilar et al. (2012) contradicen los
resultados obtenidos en este bioensayo, al sugerir que la colonizacion del sistema radical
de las plantas hospederas (Petroselinum sativum y Carica papaya, respectivamente) se
favorece por la adicién de P en dosis relativamente altas (50 ppm y 90 mg kg™ de P,
respectivamente), presentando %F menores al 85% en dosis bajas de fertilizacion
fosforica. Sin embargo, Medina (2011) indica que este nivel de fosforo (50 ppm) no
garantiza la expresion de los mejores resultados en los parametros de crecimiento y
desarrollo del perejil y concluye que cada inéculo micorrizico (HMA nativos,
Funneliformis mosseae y Scutellospora heterogama) presenta una actuacion diferente en
el hospedero, dependiendo de la fertilizacién del suelo.

Sieverding (1991) y Arcos (2004) consideran a la fertilizacion fosforica como un
arma de doble filo para la infeccion micorrizica, ya que elevadas concentraciones de P

pueden inhibir la expresién de los beneficios de determinados HMA, mientras que
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concentraciones bajas de este macronutriente pueden inducir o acelerar el proceso de
colonizacion del sistema radical del huésped por parte de los HMA.

Sieverding y Howeler (1985) encontraron que ciertas especies de HMA nativos
(como Glomus manihotis) difieren en cuanto a la tolerancia de altos niveles de P en el
suelo, por lo que su porcentaje de colonizacion varia dependiendo de la disponibilidad
de este elemento. Por estas razones, se puede deducir que las especies de HMA nativas
asociadas al suelo utilizado en este estudio, pueden ser tolerantes a niveles altos o
moderadamente altos de P, por lo que el 100% del %F del sistema radical de M.
esculenta puede ser considerado un claro indicativo de que la adicion continua de las
distintas concentraciones de residuos del agua del cultivo de C. vulgaris (25, 50 y 100%)
no tienen incidencia negativa en la tasa de infeccién micorrizica, es decir, no afecta la
capacidad infectiva de los HMA nativos en cada uno de los tratamientos establecidos en
este bioensayo, pero limitan la efectividad de la simbiosis micorrizica.

Al respecto, Aguinaga (2019) indica que la capacidad de los HMA para
promover el desarrollo de los cultivos depende de su infectividad y efectividad;
definiendo a la infectividad como 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; mientras que su efectividad se demuestra cuando mejora directa o
indirectamente el crecimiento y desarrollo de la planta hospedera. Adicionalmente, Lugo
(2021) sefiala que en todo sistema bioldgico, las interacciones son altamente
dependientes de las condiciones en las que ocurren, por lo tanto el establecimiento y
eficacia de la simbiosis HMA-planta hospedera dependeran del cultivo, las especies de
hongos participantes y las condiciones del medio.

En la Figura 7, se muestra la riqueza arbuscular total (A%) del sistema radical de
M. esculenta cultivada en suelos micorrizados y fertilizados con distintas
concentraciones de residuos del agua de cultivo de C. vulgaris (0, 25, 50 y 100%), la
cual presenta diferencias estadisticamente no significativas (KW= 0,0738835; p>0,05).
Sin embargo, las plantas control (0% de residuos) registran la %A mas elevada (47,62%)
en comparacion con los demas concentraciones de residuos aplicadas en este bioensayo.

Leon (2006) y Saldafa et al. (2014) sefialan que la %A se considera un indicador
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mas preciso de la efectividad de la colonizacion micorrizica, ya que la presencia de
arbusculos es un buen indicativo de la actividad metabolica asociada al transporte

bilateral de sustancias a travées de las membranas del endosimbionte y su hospedero.

80 — —
[}
s I |
] - i
78 L i
Eg 60 |- T B
c I - 1
£ 8 i :
=i i " I
4§§ 40 — 7 \l . s _|
E L |
B - - G 1
2= - 1
5.5 L —L _
=3 20 V V
N & - 1
E i — 1
D? L _
0 - —

0 25 50 100

Concentracion de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (%)

Figura 7. Riqueza arbuscular total (A%) del sistema radical de las plantas de Manihot
esculenta, cultivadas en suelos micorrizados y fertilizados con distintas concentraciones
de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%).

Los arbasculos son estructuras caracteristicas y tnicas de los HMA. Consisten en
hifas finamente ramificadas (divididas dicotomicamente) que se desarrollan entre la
pared celular y la membrana plasmatica de las células corticales (Barrer, 2009; Ruiz et
al., 2011; Camarena-Gutiérrez, 2012), poco después de la colonizacion de la raiz, 2 a 5
dias (Gianinazzi et al., 1979). Se consideran la estructura central de la simbiosis
micorrizica arbuscular, debido a que juegan un papel crucial en las principales funciones
de la interaccion, como por ejemplo en el mejoramiento de la nutricion de la planta y el
biocontrol de patdgenos del suelo (Franken et al., 2007; Camejo, 2016).

La vida media de un arbusculo en actividad es muy corta y varia entre dos y
quince dias, al cabo de los cuales se colapsa y permanece rodeado por el plasmalema de
la célula vegetal, siendo encapsulado por el material depositado en la zona interfacial
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proveniente presumiblemente del hospedero (Harley y Smith, 1983). Después que los
arbusculos se colapsan son degradados completamente y las células del hospedero
regresan a su fisiologia normal (Camarena-Gutiérrez, 2012) y son capaces de albergar
otro arbusculo (Paszkowski, 2006; Pumplin y Harris et al., 2009). Este continuo proceso
de degradacion de arbusculos a la vez que se forman otros nuevos es ventajoso para la
planta, porque un arbusculo en degradacion, lleno de nutrientes puede liberar su
contenido a la célula de la raiz de donde puede distribuirse a toda la planta (Salazar-
Garcia, 2002; Aguilera et al., 2007).

La escasa formacién de los arbusculos en las raices de la planta hospedera es
atribuida a incrementos en los niveles de P en el sustrato (Saldafa et al., 2014). Para
explicar este hecho se han propuesto varias hipotesis, de las cuales una de las mas
aceptadas sefiala que el aumento en el suministro de P a la planta disminuye la
permeabilidad de las membranas de las células corticales, lo que a su vez reduce la
concentracion de carbohidratos solubles y compuestos nitrogenados en los exudados
radicales, que serian inductores de la simbiosis micorrizica (Menge et al., 1979;
Thomson et al., 1991; Mimbela, 2010). Por el contrario, cuando existe un nivel bajo de
P en el sustrato se reduce el nivel de fosfolipidos en la membrana vegetal que conduce a
una exudacion radicular mayor, que trae como consecuencia una estimulacion en la
colonizacion del endéfito (Smith y Read, 2009).

Al contrastar los resultados de la infeccion micorrizica con las variables de
crecimiento y desarrollo de M. esculenta (altura, grosor del cuello del tallo, nGmero de
hojas fotosintéticas, longitud del sistema radical y biomasa seca), se puede considerar a
la %F y %A como claros indicadores de que la fertilizacion del sustrato con las distintas
concentraciones de residuos del agua de cultivo de C. vulgaris (25, 50 y 100%) genera
un déficit en la efectividad de hongo pero no en su infectividad. Por lo tanto, se puede
inferir que a pesar de que se logre el 100% de colonizacion de las raices de M. esculenta
esta no puede ser catalogada como una simbiosis exitosa, ya que la interaccion HMA-
planta hospedera es separada por una delgada frontera que la convertiria en una relacion
parasitaria, la cual es inducida por el elevado contenido de nutrientes en el suelo

(aportados por los residuos del agua de cultivo de C. vulgaris); bajo estas circunstancias
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los HMA nativos cesan sus actividades y se convierten en paréasitos, disminuyendo el
intercambio bilateral de nutrientes facilitado por los arbusculos, y aumentando la
expresion de vesiculas, las cuales mediaran la alimentacion del hongo, ya que sirven de
depdsitos de compuestos carbonados (Sieverding, 1991; Medina, 2011; Marcano, 2012;
Milano, 2019; Medina, 2021).

Cuantificacion de esporas de hongos formadores de micorrizas arbusculares

El nimero de esporas en 100 g de los suelos micorrizados y fertilizados con
distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50
y 100%), mostrado en la Figura 8, refleja la existencia de diferencias estadisticamente no
significativas (KW= 0,869282; p>0,05) entre los tratamientos, por lo que estos
resultados permiten inferir que la esporulacion de los HMA nativos presentes en la
rizosfera de M. esculenta no es afectada por la concentracion de los residuos aplicados al
sustrato.

Las esporas son células Unicas multinucleadas producidas blasticamente a partir
de las hifas espordgenas en posicién apical o intercalar (Saparratt et al., 2020). Los
HMA producen esporas o clamidosporas, células reproductivas asexuales, que permiten
la dispersion (por agua o viento) y supervivencia a largo plazo del hongo, por lo que
aumentan su numero cuando las condiciones ambientales no son Optimas para su
germinacion y desarrollo (Peterson et al., 2004; Ledn, 2006; Velandia, 2006; Reyes,
2011; Marcano, 2012; Rivera et al., 2014). En otras palabras, las esporas son definidas
como células reproductivas morfoldégicamente especializadas que no contribuyen
directamente en el desarrollo de la simbiosis micorrizica, pero garantizan la dispersion y
supervivencia de los HMA (Medina, 2021).

La produccidn de esporas de estos hongos puede ser individualmente en el suelo,
en el interior de las raices de la planta hospedera, o formando densas masas no
estructuradas o bien en esporocarpos en o cerca de la superficie del suelo (Reyes, 2011).
Las paredes de las esporas estan formadas por una 0 mas laminas, que varian en grosor,
estructura, apariencia y tincién a reactivos, caracteristicas que también ayudan en

taxonomia para identificar géneros y familias, mediante la elaboracion de murogramas
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especificos (Mimbela, 2012; Medina, 2021). Pueden ser lisas 0 presentar
ornamentaciones en forma de espinas, papilas o reticulaciones, entre otras. Sus hifas son
multinucleadas, cenociticas, es decir, no hay paredes, membranas 0 septos que separen
los nucleos (Pefia-Venegas et al., 2006; Smith y Read, 2009; Sanchez et al., 2010;
Reyes, 2011; Aguilar-Ulloa et al., 2016).
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Figura 8. Numero de esporas de HMA nativos x 100 g de suelo sometido a riego
constante con distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella
vulgaris (0, 25, 50 y 100%), asociado a la rizosfera de las plantas de Manihot esculenta.

La abundancia de cada especie flngica generalmente esta representada a través
de la cuantificacion de esporas presente en la rizosfera (Abbott y Gazey, 1994). El
namero de esporas puede ser un estimado del grado de esporulacion y de la riqueza de
especies de HMA en condiciones controladas, sin embargo, el nimero de éstas
encontradas en suelos naturales, no representa necesariamente la abundancia verdadera o
la contribucion ecoldgica del organismo de la especie presente, pero puede servir de
referencia en estudios de diversidad de este simbionte (Stirmer y Bellei, 1994; Sanders
et al., 1996; Medina, 2011; Marcano, 2012). Aunque estas estructuras se encuentren en

el suelo, su nimero es bajo y no pueden ser identificadas bien sea por dafios fisicos
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debido a los cambios en las condiciones climéaticas o al ataque de parésitos y
depredadores (Lovera, 2004).

El nimero de esporas de HMA en el suelo que coloniza, a menudo esta poco
relacionado con la formacion de micorrizas en el sistema radical de la planta hospedera
(Medina, 2021). Smith y Read (2009) aseveran que, cuando el nimero de esporas es
bajo no necesariamente indica una pobre infeccion de raices pues es probable que en ese
momento el hongo esté utilizando su energia para infectar las raices en vez de producir
esporas. Por el contrario, un alto nmero de esporas tampoco es criterio suficiente para
decir que existe una colonizacion eficiente dentro de la raiz, por lo que es preciso que
técnicas moleculares, amplificando el ADN de este érgano, puedan aclarar la efectividad
de la colonizacién micorrizica e identificar la especie de HMA involucrada en la
simbiosis (Ledn, 2006); ya que para algunas especies, la produccién de esporas solo
ocurre después de que un nivel umbral de colonizaciéon es alcanzado (Ledn, 2006;
Carosio, 2017).

La estrategia mas exitosa desarrollada por los HMA para colonizar nuevos
hospederos, consiste en desplegar una red de micelio extraradical compleja que
comunica las diferentes plantas del ecosistema. La colonizacién tiende a realizarse en
primer lugar por la red de micelio ya establecida, y en segundo lugar por la germinacion
de esporas (Agrios, 2005; Leon, 2006). La ventaja de establecer la red, es que ésta le
permite al hongo permanecer unido a mas de un hospedero, aumentando su
supervivencia. Si el hongo opta por producir inicialmente esporas, cada propagulo tendra
una oportunidad de encontrar un hospedero, no siendo ésta la estrategia mas efectiva
(Ledn, 2006; Pefia-Venegas et al., 2006).

La formacion de esporas puede comenzar muy pronto, entre las primeras tres a
cuatro semanas, o demorar hasta seis meses dependiendo de las especies. La
esporulacion fangica es un proceso dindmico, mientras algunas se forman otras estan
germinando (Saparratt et al., 2020). Sin embargo, el tiempo y la extension de la
esporulacién pueden ser afectados por la capacidad de cada especie para producir
esporas, la planta hospedera, el tipo de suelo y las condiciones medioambientales
(Sieverding, 1991; Peterson et al., 2004; Ledn, 2006; Sagadin et al., 2018).
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Adicionalmente, algunas cepas de HMA son fisioldgicamente activas en ciertas épocas
del afio para realizar la esporulacién (Pringle y Bever, 2002; Brundrett y Ashwath,
2013); por lo que la época y las condiciones del muestreo pueden contribuir en las
variaciones registradas en el numero de esporas en el sustrato (Ledn, 2006; Carosio,
2017).
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CONCLUSIONES

Las plantas de yuca cultivadas en suelos micorrizados y sin aplicacion de
residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (grupo control) presentaron los
mayores valores de altura, grosor del cuello del tallo, nimero de hojas fotosintéticas,
longitud del sistema radical, biomasa seca y riqueza arbuscular (%A).

La aplicacidn de las distintas concentraciones de los residuos de agua del cultivo
de C. vulgaris (0, 25, 50 y 100%) no afecta significativamente el grosor del cuello del
tallo, longitud del sistema radical y biomasa seca de la parte aérea de las plantas
micorrizadas de Manihot esculenta, a los 80 dias de su emergencia.

La altura promedio de las plantas de yuca micorrizadas, a partir del dia 15 de
experimentacion, disminuye a medida que aumenta la concentracion de residuos del
agua de cultivo de C. vulgaris aplicada al sustrato.

La infeccion micorrizica del sistema radical a los 80 dias de emergencia de M.
esculenta de manera general, no varia significativamente con los cambios de las
condiciones de cultivo especificadas para el tratamiento designado.

Las cepas nativas de HMA son altamente infectivas y colonizan el 100% del
sistema radical de las plantas de yuca sometidas a todos los tratamientos.

La esporulacion de los HMA nativos presentes en la rizosfera de M. esculenta no
es afectada por la concentracion de residuos del agua de cultivo de microalgas aplicados
al sustrato.

Los residuos del agua de cultivo de C. vulgaris estan cargados de nutrientes que
alteran la efectividad de la simbiosis micorrizica, afectando de forma negativa el
crecimiento y desarrollo de las plantas de yuca, bajo las condiciones establecidas en este
ensayo.

El uso de las distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo de C.
vulgaris no es un buen acompafante de los HMA nativos en la fertilizacion de los suelos

del estado Sucre que seran empleados para el cultivo de M. esculenta.
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RECOMENDACIONES

Transplantar los ejemplares micorrizados de Manihot esculenta a envases de
mayor capacidad o en el campo, a los 80 dias después de la emergencia de las plantas,
con el proposito de extender el tiempo de experimentacion.

Se sugiere realizar el analisis fisicoquimico de los residuos del agua de cultivo de
microalgas, luego de separar la biomasa, que permita la identificacion de los nutrientes
que perturban la efectividad de la simbiosis micorrizica.

Comparar los resultados de este bioensayo con trabajos donde se apliquen
distintas concentraciones de la biomasa y los residuos del agua de cultivo de C. vulgaris
(0, 25, 50 y 100%) combinadas con la inoculacion de los HMA nativos evaluados en
este estudio y cepas micorrizicas comerciales compatibles con la especie vegetal.

Identificar taxonémicamente las especies fungicas presentes en el pool de HMA
nativos inoculados en el sustrato, mediante el uso de las caracteristicas morfoldgicas de
las esporas y las técnicas moleculares disponibles en la actualidad, para entender la
relacion entre la diversidad genética, morfolégica y funcional de estas especies

involucradas en la simbiosis micorrizica.
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APENDICES

Apéndice 1. Andlisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado a la altura de las plantas de
Manihot esculenta, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y fertilizados con
distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50
y 100%), a los 30 dias de aplicacion del tratamiento.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0% 7 9,844 a
25% 5 8,796 ab
50% 7 8,524 ab
100% 8 6,692 b

Apéndice 2. Andlisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado a la altura de las plantas de
Manihot esculenta, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y fertilizados con
distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50
y 100%), a los 45 dias de aplicacion del tratamiento.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0% 7 10,20 a
25% 4 9,48 a
50% 6 8,32 ab
100% 8 6,51 b

Apéndice 3. Analisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado a la altura de las plantas de
Manihot esculenta, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y fertilizados con
distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50
y 100%), a los 60 dias de aplicacion del tratamiento.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0% 7 10,5514 a
25% 4 9,7038 a
50% 9 8,3125 ab
100% 6 5,7511 b
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Apeéndice 4. Analisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado a la altura de las plantas de
Manihot esculenta, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y fertilizados con
distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50
y 100%), a los 70 dias de aplicacion del tratamiento.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0% 7 11,6657 a
25% 4 10,6875 a
50% 7 9,8207 a
100% 9 7,2656 b

Apéndice 5. Analisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado al ndmero de hojas
fotosintéticas de las plantas de Manihot esculenta, cultivadas en suelos inoculados con
HMA nativos y fertilizados con distintas concentraciones de residuos del agua de cultivo
de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%), a los 15 dias de aplicacion del tratamiento.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0% 9 411111 a
50% 9 3,66667 ab
25% 7 3,28571 ab
100% 9 2,88889 b
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Apéndice 6. Raices de Manihot esculenta tefiidas con azul de tripano al 0,05% donde se
evidencia la formacion de arbudsculos.
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Apéndice 7. Raiz de Manihot esculenta tefiida con azul de tripano al 0,05% sin
evidencia de colonizacién micorrizica.

60



ANEXOS

0 1 2 3 4 3
(4L < % < [ 1% < 5% =50%G oL
( SCORING ARSUSCULE ABUNDANCE )
None @ A0 @
Few arbrscnles @ AT
Frequent @ AZ E
Abrmdant 1 AS
Al A2 A3

Anexo 1. Estimacion de la infeccion micorrizica y abundancia arbuscular segin
Trouvelot et al. (1986).

61



HOJA DE METADATOS

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 1/6

EFECTO DE LA INOCULACION MICORRIZICA Y RESIDUOS
Titulo DE MICROALGAS (Chlorella vulgaris Beyerinck) EN EL
CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE Manihot esculenta Cranzt

Subtitulo

Autor (es):

Apellidos y Nombres

Cddigo CVLAC / e-mail

Acufia A. Beda M.

CVLAC

23 806 625

e-mail

adebaa905@gmail.com

e-mail

CVLAC

e-mail

e-mail

CVLAC

e-mail

e-mail

CVLAC

e-mail

e-mail

Palabras o frases claves:

Micorrizas nativas

Nutrientes

Yuca

Agua de cultivo

Biofertilizante

62




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 2/6

Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea
Biologia

Ciencias

Resumen (abstract):

Se evalud el efecto de la aplicacion de distintas concentraciones de residuos del agua de
cultivo de Chlorella vulgaris (0, 25, 50 y 100%) sobre el crecimiento y desarrollo de
plantas de yuca (Manihot esculenta) cultivadas en suelos inoculados con micorrizas
nativas y mantenidas bajo condiciones de vivero. Se aplicO semanalmente los
tratamientos correspondientes durante 80 dias posteriores a la emergencia de las plantas.
Se realizaron registros quincenales de los parametros de crecimiento y desarrollo de la
parte vegetativa (altura, grosor del cuello del tallo y namero de hojas fotosintéticas) y al
momento de la cosecha de las plantas (70 dias de aplicacion de los tratamientos) se
midio la longitud del sistema radical y se determind la biomasa seca, porcentaje de
infeccion micorrizica (%F), riqueza arbuscular (%A) y nimero de esporas de HMA en
100 g de suelo. Las pruebas de Kruskal-Wallis aplicadas demuestran que en la altura
promedio de las plantas no existen diferencias estadisticamente significativas en los dias
0 y 15; pero si hay diferencias significativas en los dias 30, 45, 60 y 70 de
experimentacion, siendo el tratamiento control (0%) el que registra los mayores valores
en comparacion con las plantas sometidas a las distintas concentraciones de residuos
(25%, 50% y 100%). El nimero de hojas fotosintéticas reporta diferencias significativas
solo a los 15 dias de aplicacion del tratamiento, observandose que la aplicacion de
residuos del agua de cultivo de C. vulgaris al 100% reduce significativamente el nimero
de hojas por planta. El resto de los parametros registrados, incluyendo el grosor del
cuello del tallo, longitud del sistema radical, biomasa seca, %F, %A y el nimero de
esporas por 100 g de suelo muestran diferencias estadisticamente no significativas;
aunque se evidenciaron mayores valores en las plantas control que en las que se le aplico
los residuos (25, 50 y 100%). Estos resultados sugieren que los residuos del agua de
cultivo Chlorella vulgaris, no contribuyen al desarrollo del cultivo de yuca en suelos
micorrizados, por lo que no pueden ser recomendados para su uso como biofertilizante
bajo las condiciones establecidas en esta investigacion.

63



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:

Apellidos y Nombres

ROL / Codigo CVLAC / e-mail

Medina M. Fanny del V.

ROL |ca[ Jas @[ Jw[ |

CVLAC 18 417 742

e-mail medinamfanny_13@hotmail.com

e-mail medinamfanny1313@gmail.com

ROL |ca| Jas[ | Jw iR

CVLAC

e-mail

e-mail

ROL |ca| Jas[ |l Juw iR

CVLAC

e-mail

e-mail

ROL |cA | | As | | TU | | Ju | |

CVLAC

e-mail

e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:

Afo Mes

Dia

2022 06

08

Lenguaje: _ spa

64




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo (s):
Nombre de archivo Tipo MIME
TG-acufiab.doc Word 1997-2003
Alcance:
Espacial: Nacional (Opcional)
Temporal: Temporal (Opcional)

Titulo o Grado asociado con el trabajo:

Licenciado en Biologia

Nivel Asociado con el Trabajo: Licenciado

Area de Estudio: Biologia

Institucidn (es) que garantiza (n) el Titulo o grado:

UNIVERSIDAD DE ORIENTE, NUCLEO DE SUCRE

65




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°OAS
Cumand, (04 AGO 2008

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/32009".

Leido el oficio SIBI — 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

uvaERSNQuRWﬁ%L% a usted a los fines consiguientes.

SISTEMA DE B\BL\%TECA
RECIBIDO POR

/4 —y
615 oS Z
tercHAlZLE .--w‘__n‘oa.h

. Smeadr f —

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa,

B g Pt
& Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgrado.
JABC/ YGC/ maryja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela

66



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del Il Semestre 2009, segun comunicacién CU-034-2009): “los Trabajos de Grado son
de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados para
otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.

Beda M. Acuiia A.
AUTORA

F’___..--""'

L ~/
Fanny Del V. Medina M.
TUTORA

67



