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3. Materiales y Métodos.

3.1. Descripción de las condiciones experimentales y de tratamientos.

Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) y el manejo del agua han sido estudiados de forma independiente en el cultivo del arroz, por lo que se procedió a evaluar la acción conjunta de la inoculación de micorrizas y diferentes manejos de agua sobre indicadores fisiológicos y bioquímicas en las plantas de arroz.
Con el propósito de dar cumplimento los objetivos trazados se desarrollaron cinco experimentos, los cuales se enmarcaron en el esquema experimental que se muestra en la figura 1, con la variedad comercial de arroz (Oryza sativa L.) de ciclo corto INCA LP-5 (Tabla 1). En cuatro de ellos las plantas fueron cultivadas en condiciones semicontroladas (acápite 3.2; 3.3.1; 3.3.2 y 3.4) y el otro se realizó en condiciones de campo (acápite 3.5). 
Tabla 1. Principales características de la variedad comercial INCA LP – 5.

	Carácter
	Clasificación

	Ciclo total (días)
	Período poco lluvioso (128)

	
	Período lluvioso (110)

	La altura final (cm)
	88.6

	Granos llenos por panículas
	86.0

	Granos vanos por panículas
	8.1

	Peso de 1000 granos
	29.5

	Rendimiento agrícola (t.ha-1)
	Período poco lluvioso
	7.6

	
	Período lluvioso 
	6.9


Fuente: Noraida Pérez and Castro R.I. A new short cycle rice variety: INCA LP-5. Cultivos Tropicales. 2000, vol. 21, no. 4, p. 55.
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Figura 1: Esquema de trabajo empleado en el desarrollo de los experimentos. 

Leyenda: DDG: Días después de germinado; DDT: Días después del trasplante; Ind: Inundado; noInd: no inundado; Gc: Glomus claroideum; Gcb: Glomus cubenci; Gi: Glomus intraradice y Gm: Glomus mosseae; MA: Con micorriza arbuscular; noMA: no micorriza arbuscular.
3.2. Influencia de la inundación en la eficiencia micorrízica arbuscular en el crecimiento y desarrollo de plantas de arroz.

El experimento se realizó en los años 2009 y 2010 en condiciones semi-controladas en el Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) en macetas, bajo un Diseño Experimental Completamente Aleatorizado.

Se evaluaron diez tratamientos y tres réplicas, con el objetivo de determinar el efecto de diferentes cepas de HMA en el crecimiento y desarrollo de plantas de arroz cultivadas en dos condiciones hídricas en el suelo: inundado y no inundado (Tabla 2). La altura de la lámina de agua en los tratamientos inundados fue de 5 cm y en los no inundados el por ciento de humedad del suelo osciló entre un 70 y 80%. 

Tabla 2. Tratamientos inoculados y no inoculados, cultivados en condiciones inundadas y no inundadas.
	Tratamientos
	Manejo de agua
	Especie de HMA
	Leyenda

	T1
	INUNDADO

(Ind)
	Glumas claroideum
	Gc

	T2
	
	Glomus cubenci
	Gcb

	T3
	
	Glomus intraradice
	Gi

	T4
	
	Glomus mosseae
	Gm

	T5
	
	Testigo
	noMA

	T6
	NO INUNDADO

(noInd)
	Glumas claroideum
	Gc

	T7
	
	Glomus cubenci
	Gcb

	T8
	
	Glomus intraradice
	Gi

	T9
	
	Glomus mosseae
	Gm

	T10
	
	Testigo
	noMA


En el momento de la siembra las semillas fueron recubiertas con los diferentes inóculos según el método descrito por Fernández et al., (2003) a una dosis de 60 esporas por semilla.
Los inóculos micorrízicos (Glomus claroideum, Glomus cubenci, Glomus intraradice y Glomus mosseae) son una mezcla de arcilla, esporas, micelio y fragmentos de raíces infectadas, pertenecientes a la colección del (INCA), los cuales se obtiene de canteros multiplicadores según metodología descrita por (Fernández et al., 2003) utilizando la Brachiaria decumbens como planta hospedera.
3.2.1. Condiciones de crecimiento.

Las plantas fueron cultivadas en macetas con 3kg de suelo procedente de la Unidad Científico Tecnológica de Base “Los Palacios” (UCTB “Los Palacios”) perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), clasificado como Hidromórfico Gley Nodular Petroférrico, según Hernández et al., 2006, (Tabla 3), el cual se esterilizó con una solución de formol al 4% durante 72 horas. 
Tabla 3. Propiedades químicas de los suelos utilizados en los diferentes experimentos.

	Suelo utilizado en los experimentos
	Propiedades Químicas

	
	pH
	M.O
	Fósforo (P2O5)
	Potasio (K2O)

	
	(H2O)
	(%)
	(mg.kg-1)

	Semi–controlado (INCA) y de campo (UCTB “Los Palacios”).
	6.3
	1.91
	12,31
	19,20

	Semi–controlado Granda, España.
	8.1
	1,81
	6,2
	13.2


Dentro del invernadero las temperaturas promedio diurna y nocturna fueron de 26 ºC y de 22 ºC respectivamente y la humedad relativa entre 60 - 70% medida con el Testoterm, JAPAN, testo® 610. Se realizaron dos fertilizaciones nitrogenadas, la primera a los 15 DDG y la segunda a los 35 DDG, teniendo en cuenta la dosis recomendada por el Instructivo Técnico del cultivo de Arroz (MINAG, 2008). La altura de la lámina de agua fue de 5 cm en los tratamientos inundados y en los no inundados el porcentaje de humedad oscilo entre 70 y 80%.

En los muestreos realizados a los 30, 40 y 50 DDT respectivamente se determinó la altura de la planta, el número de hijos por planta, la masa seca de la parte aérea y de las raíces, además del porcentaje de colonización simbiótica de la raíz y la densidad visual o intensidad de la colonización. 
3.3. Efecto de la inoculación micorrízica en el crecimiento y desarrollo de plantas de arroz con diferentes suministro de agua en condiciones aeróbicas.

Para dar cumplimento a los objetivos propuestos se montaron dos experimentos en la Estación Experimental del Zaidín (Granada, España) en los años 2009 y 2010, con la variedad de arroz INCA LP-5 e inoculada con el hongo micorrízico arbuscular Glomus intraradices (Schenck y Smith), procedente de la colección de dicha institución. 
Las plantas fueron cultivadas en un ambiente semi-controlado, con temperaturas diurnas y nocturnas de 26 y 22 ºC respectivamente, fotoperíodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a una radiación fotosintéticamente activa (en su siglas en inglés, PAR) de ±850 µmol.m-2s-1 medida con un Licor (Lincoln, NE, EE.UU., modelo LI - 188B) y la humedad relativa entre 60 - 70%, determinada con (Testoterm, JAPAN, testo® 610).

Ambos experimentos comenzaron con la siembra de un semillero de arroz, en arena estéril, pasados 15 días después de la germinación (DDG) las plántulas fueron trasplantadas a macetas de plástico que contenían un kg de sustrato inerte esterilizado (Ensayo 1). El suelo utilizado en el sustrato se recolectó del las áreas de la Estación Experimental del Zaidín, Granada, España, (Tabla 3) se tamizó (5 mm) y mezcló con arena (<1 mm) y vermiculita, en proporción 1 suelo: 2 arena: 6 vermiculita (v/v/v). La arena y la vermiculita fueron autoclaveadas a 120 ºC, durante 20 minutos y el suelo se esterilizó a vapor fluente (a 100 ºC durante 1 hora diaria por un período de 3 días). 
La inoculación micorrízica se realizó en el momento de la siembra del semillero en bandejas plásticas de 40 x 80 x 0.8 cm a razón de 100 g de inóculo por kg arena y también se inoculó en las macetas cuando se realizó el trasplante a los 15 DDG (5 g de inóculo por maceta), justo debajo de las plántulas de arroz. 

La fertilización de los experimentos (Tabla 4) se realizó tres veces por semana en días alternos con 25 mL de solución nutritiva (Hoagland y Arnon, 1950).

Tabla 4. Composición de la solución nutritiva aplicada.

	Compuesto
	Solución (g.L-1)
	Para 1 litro

	KNO3
	50,50
	5 mL

	KH2PO4
	13,61
	 5 mL*

	Ca(NO3)2
	118,10
	5 mL

	MgSO4 7H2O
	49,30
	5 mL

	H3BO3
	28,57
	50 μL

	MnCL2
	18,10
	50 μL

	ZnSO4 7H2O
	2,18
	50 μL

	CuSO4 5H2O
	0,79
	50 μL

	(NH4)6 Mo7 O24
	0,24
	50 μL

	EDTA FeNa
	50,55
	500μL


*Para los tratamientos con micorrizas se aplicó el 25% de KH2PO4 (1,25 mL).

3.3.1. Ensayo 1.

El experimento se realizó en un Diseño Experimental Completamente Aleatorizado, con cuatro tratamientos y cinco repeticiones. Plantas inoculadas con hongo micorrízico arbuscular (MA) y no inoculadas (noMA), con dos niveles hídricos en el sustrato (Tabla 5).
Tabla 5. Tratamientos cultivados en condiciones aeróbicas.

	Tratamientos
	Combinaciones

	T1
	MA + 35% de humedad en el sustrato

	T2
	MA + 7% de humedad en el sustrato

	T3
	noMA + 35% de humedad en el sustrato

	T4
	noMA + 7% de humedad en el sustrato


Las condiciones de humedad se lograron utilizando el método gravimétrico y se corroboró con el uso del ThetaProbe ML2 (AT Delta-T Devices Ltd, Cambridge, Reino Unido) 2 horas después de aplicada la solución nutritiva y el agua.
La reducción del suministro de agua comenzó a los 30 DDT, la cual se realizó de forma gradual, esta transitó de 35% a 17% a las 72 horas después, estabilizándose este porcentaje hasta los 45 DDT, momento en el que se realizó la ultima reducción hasta 7% de humedad, porcentaje que se estabilizó 72 días después hasta los 60 DDT, momento en que se realizaron las evaluaciones fúngica, fisiológicas y bioquímicas al finalizar la reducción de suministro de agua (60DDT).

3.3.2. Ensayo 2.

El experimento se realizó en un Diseño Experimental Completamente Aleatorizado, con seis tratamientos y cinco repeticiones. Plantas inoculadas con hongo micorrízico arbuscular (MA) y no inoculadas (noMA) y con tres niveles de suministro de agua (Tabla 6).
Tabla 6. Tratamientos cultivados en condiciones aeróbicas.
	Tratamientos
	Combinaciones

	T1
	MA + 35% de humedad en el sustrato

	T2
	MA + 17% de humedad en el sustrato

	T3
	MA + 7% de humedad en el sustrato

	T4
	noMA + 35% de humedad en el sustrato

	T5
	noMA + 17% de humedad en el sustrato

	T6
	noMA + 7% de humedad en el sustrato


Durante los primeros 30 DDT todos los tratamientos se mantuvieron al 35 % de humedad en el sustrato, condición que se logró por el método gravimétrico (diferencia de pesada) y se corroboró con el uso del ThetaProbe ML2 (AT Delta-T Devices Ltd, Cambridge, Reino Unido) 2 horas después de aplicada la solución nutritiva y el agua. 
La reducción del suministro de agua comenzó a los 30 DDT, un grupo de plantas permanecieron como control con 35% de humedad (control), otro grupo se mantuvo con el 17 % humedad y un tercer con el 7% de humedad en el sustrato, por un período de 15 días (hasta los 45 DDT), momento en el cual se comienza nuevamente a suministrar agua hasta alcanzar el 35 % de humedad en el sustrato para todos los tratamientos. Las evaluaciones fúngica, fisiológicas y bioquímicas se realizaron a los 30, 45 y 70 DDT respectivamente. 

En los muestreos realizados en ambos ensayos se evaluó la altura de las plantas, número de hijos, potencial hídrico, eficiencia fotosintética, conductancia estomática y el porcentaje de colonización de las raíces, además de determinar el contenido de glutation reducido, ascorbato reducido, prolina, peróxido de hidrógeno (H2O2) y daño oxidativo a los lípidos.

3.4. Efecto de la inoculación micorrízica en el crecimiento y desarrollo de plantas de arroz con diferentes manejos de agua en condiciones anaeróbicas. 

La investigación se realizó en la Estación Experimental del Zaidín (Granada, España) durante el año 2010. Las plantas fueron cultivadas en un ambiente semi-controlado, en un Diseño Experimental Completamente Aleatorizado con arreglo factorial. Con temperaturas diurnas y nocturnas de 26 y 22 ºC respectivamente, fotoperíodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, a una radiación fotosintéticamente activa (en su siglas en inglés, PAR) de ±850 µmol.m-2s-1 medida con un Licor (Lincoln, NE, EE.UU., modelo LI - 188B) y la humedad relativa entre 60 - 70% determinada con el Testoterm, JAPAN, testo® 610.

En el experimento se evaluaron doce tratamientos con cinco réplicas: plantas inoculadas (MA) y plantas no inoculadas (noMA); plantas que permanecieron todo el ciclo bajo condiciones inundadas (Ind) control; plantas que no permanecieron todo el ciclo inundadas (noInd) y la interacción de estos tratamiento con diferentes manejos de agua, que se aplicaron a inicio, mediado y final de la fase vegetativa (30, 40 y 50 DDT) respectivamente, por un período de 15 días sin lámina de agua sobre la superficie del sustrato (Tabla 7).
Tabla 7. Tratamientos inoculados y no inoculados, cultivados en condiciones anaeróbicas.

	Tratamientos
	Combinaciones

	
	Micorrización
	Agua
	Manejo de agua

	T1
	MA
	No Inundado
	30 DDT

	T2
	noMA
	
	

	T3
	MA
	Inundado
	

	T4
	noMA
	
	

	T5
	MA
	No Inundado
	40 DDT

	T6
	noMA
	
	

	T7
	MA
	Inundado
	

	T8
	noMA
	
	

	T9
	MA
	No Inundado
	50 DDT

	T10
	noMA
	
	

	T11
	MA
	Inundado
	

	T12
	noMA
	
	


Las semillas para su germinación (viabilidad de la semilla 95 % de germinación) se colocaron en arena estéril a 25 ºC y después de germinar crecieron con una lámina de agua no superior a los 2 cm, además de fertilizarse a los 10 y 20 DDG con solución nutritiva (Hoagland y Arnon, 1950). A los 30 días después de la germinación (DDG) las plantas fueron trasplantadas a macetas de plástico que contenían 1 kg de sustrato esterilizado.

El sustrato empleado consistió en una mezcla de suelo procedente de la Estación Experimental del Zaidín, Granada, España (Tabla 3), mezclado con arena (<1 mm), en proporción 1:1, suelo - arena (v/v). 

La fertilización se realizó según recomendaciones del Instructivo Técnico del cultivo de Arroz (MINAG, 2008). Utilizando para ello Urea como portador de nitrógeno, Superfosfato Triple portador de fósforo y Cloruro de Potasio portador de potasio. Los cuales se aplicaron a los 20, 35 y 70 DDT. En cada momento se aplicó un tanto por ciento de la dosis total respectivamente (30, 40 y 30 % de la dosis total: 120 kg.ha-1 de nitrógeno, 60 kg.ha-1 de fósforo y 90 kg.ha-1 de potasio). 

El manejo del agua consistió en la suspensión del aniego permanente por un período de 15 días después de los 30, 40 50 DDT respectivamente en los tratamientos no inundados (noInd). Los manejos de agua coinciden con las fases de ahijamiento (IIG, 2004; citado por García, 2009). Específicamente con inicio del ahijamiento activo (30 DDT), a mediado del ahijamiento activo (40 DDT) y fin del ahijamiento (50 DDT) (Agladette, 1967). Concluido cada período se repuso la lámina de agua, la cual fue de 5 cm de altura.
El primer muestreo se realizó 15 días después de cada período de suspensión de la lámina de agua, a los 45, 55 y 65 DDT. El segundo muestreo se realizó pasados 15 días después de finalizar la suspensión de la lámina de agua, con la finalidad que las plantas se recuperaran, coincidiendo con los 60, 70 y 80 DDT, respectivamente y el tercer muestreo se realizó en el momento de la cosecha del grano de arroz.
En cada muestreo se evalúo el desarrollo morfológico de la planta (altura, masa fresca de la parte aérea y de la raíz), además de la eficiencia fotosintética, conductancia estomática y el potencial hídrico. También se tomaron muestras de raíces para evaluar el porcentaje de colonización, y de la biomasa aérea para determinar el contenido de glutation reducido, ascorbato reducido, prolina, peróxido de hidrógeno (H2O2) y daño oxidativo a los lípidos, además del rendimiento agrícola y sus componentes principales.
3.5. Efecto de la inoculación micorrízica en el crecimiento y desarrollo de plantas de arroz con diferentes manejos de agua en condiciones de campo. 

Las investigaciones de campo se realizaron en la Unidad Científico Tecnológica de Base “Los Palacios” en la campaña de frío 2010 - 2011, en un suelo clasificado como Hidromórfico Gley Nodular Petroférrico, según Hernández et al., 2006, sus propiedades químicas se describen en la Tabla 8. El experimento se realizó bajo un diseño experimental en Parcelas Divididas y en Cuadrado Latino, con un arreglo factorial de tres factores. Parcela principal: momento de suspensión del aniego permanente (inicio de ahijamiento activo (30 DDT), a mediado del ahijamiento activo (40 DDT) y fin del ahijamiento 50 DDT). Subparcelas: Plantas inoculadas con hongos micorrízicos arbusculares (Glomus cubenci) (MA) y no inoculadas (Control) y como tercer factor el manejo de agua (plantas inundadas durante todo el ciclo y no inundadas).
Tabla 8. Tratamientos inoculados y no inoculados, cultivados en condiciones anaeróbicas.

	Tratamientos
	Combinaciones

	
	Micorrización
	Agua
	Manejo de agua

	T1
	MA
	No Inundado
	30 DDT

	T2
	noMA
	
	

	T3
	MA
	Inundado
	

	T4
	noMA
	
	

	T5
	MA
	No Inundado
	40 DDT

	T6
	noMA
	
	

	T7
	MA
	Inundado
	

	T8
	noMA
	
	

	T9
	MA
	No Inundado
	50 DDT

	T10
	noMA
	
	

	T11
	MA
	Inundado
	

	T12
	noMA
	
	


El experimento tuvo dos momento, el primero consistió en la siembra del semillero, donde se sembró el 50% de las semillas sin inocular (noMA) y el otro 50% se sembró con semillas recubiertas de inóculo micorrízico (Fernández, 2003) procedente de la colección (cepario) del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (acápite 3.1). Transcurrido los 30 DDG se realizó el trasplante al área experimental, la cual fue previamente preparada por la tecnología de fangueo (MINAG, 2008). Se roturó el suelo a una profundidad entre 0 y 25 cm, seguido por la labor de grada e inmediatamente el fangueo, con una lámina de agua no superior al los 10 cm. El trasplante se realizó de forma manual a una distancia entre plantas de 20 x 20 cm y una plántula por sitio.
El comportamiento de las variables meteorológicas durante el período del ensayo de campo se evaluaron in situ, donde se instalaron equipos para sus respectivas mediciones, las precipitaciones con un pluviómetro de cuña graduado en mm, fijado a un soporte de madera a 1m de altura de la superficie del suelo y la temperatura (ºC), conjuntamente con la humedad relativa (%) se midió con el testo® 610 (Testoterm, JAPAN), esta última variable osciló entre 60 y 80% (Tabla 9.)
Tabla 9. Comportamiento de las variables meteorológicas.

	Meses
	Temperaturas (ºC)
	Precipitaciones

(mm)

	
	mínima
	máxima
	media
	

	Enero
	17,67
	25,71
	21,69
	8,72

	Febrero
	18,44
	27,64
	23,04
	0,00

	Marzo
	18,79
	28,95
	23,87
	11,70

	Abril
	22,05
	31,58
	26,82
	2,81

	Mayo
	22,95
	31,70
	27,33
	20,60

	Junio
	24,34
	31,97
	28,15
	9,38

	julio
	24,60
	31,96
	28,28
	12,74


La fertilización se realizó según recomendaciones del Instructivo Técnico del cultivo de Arroz (MINAG, 2008). Utilizando para ello Urea como portador de nitrógeno, Superfosfato Triple portador de fósforo y Cloruro de Potasio portador de potasio. Los cuales se aplicaron a los 20, 35 y 70 DDT. En cada momento se aplicó un tanto por ciento de la dosis total de cada fertilizante respectivamente (30, 40 y 30 % de la dosis total: 120 kg.ha-1 de nitrógeno, 60 kg.ha-1 de fósforo y 90 kg.ha-1 de potasio).

El manejo del agua consistió en la suspensión del aniego por un período de 15 días después de los 30, 40 50 DDT respectivamente y un tratamiento control en aniego permanente durante todo el ciclo del cultivo, utilizando para ello 4 terraza (3200 m2 con riego independiente para cada manejo de agua, los cuales coinciden con las fases de ahijamiento según IIG (2004). Específicamente con inicio del ahijamiento (30 DDT), ahijamiento activo (40 DDT) y fin del ahijamiento (50 DDT) (Agladette, 1967). Concluido cada período se repuso la lámina de agua la cual no superó los 10 cm.

El primer muestreo se realizó 15 días después de cada período de suspensión de la lámina de agua, a los 45, 55 y 65 DDT. El segundo muestreo se realizó pasados 15 días después de finalizar la suspensión de la lámina de agua, con la finalidad que las plantas se recuperaran, coincidiendo con los 60, 70 y 80 DDT, respectivamente. El tercer muestreo se realizó en el momento de la cosecha del grano de arroz.

En cada muestreo se evalúo el desarrollo morfológico de la planta (altura, número de hijos por plantas, índice de área foliar (IAF), masa fresca de la parte aérea y de la raíz, porcentaje de colonización y ocupación fúngica (Densidad visual), además del rendimiento agrícola y sus componentes principales.

3.6. Evaluaciones realizadas y descripción de los métodos empleados. 

3.6.1. Humedad del suelo.

La humedad en el sustrato y el en la relación se calculó por el método gravimétrico (acápite 3.3.1, 3.3.2 y 3.4 y mediante el uso del ThetaProbe ML2 (AT Delta-T Devices Ltd, Cambridge, Reino Unido), el cual mide el contenido volumétrico de humedad del suelo, respondiendo a los cambios aparentes de la constante dieléctrica del suelo húmedo (Melgar et al.; 2008). El contenido volumétrico del agua en el suelo es la relación entre el volumen de agua presente y el volumen total de la muestra de suelo. Es un parámetro adimensional, expresado en porcentaje (%/vol) o en (m3.m-3). 

3.6.2. Número de hijos por planta, altura y producción de biomasa.

El número de hijos por plantas, se determinó siguiendo el patrón de ahijamiento de la planta de arroz según Angladette (1969), los cuales se forman a inicio de la fase vegetativa (acápite desde el 3.2 al 3.5).

La altura se determinó desde la superficie sustrato y/o suelo hasta el extremo superior de la hoja más larga proyectada en la misma en la dirección del tallo (acápite desde el 3.2 al 3.5). En el acápite 3.4 y 3.5 se evaluó la altura en el momento de la cosecha, esta medición se realizó desde el suelo hasta el cuello de la panícula (Ruiz, et al., 2009). 

La masa fresca aérea de la plata y la del sistema radical se cuantificación por separado y se empleó una Balanza Técnica Denver Instrument PK-601. La parte aérea después de pesada se fraccionó en muestras, las cuales se congelaron en el momento del muestreo con nitrógeno líquido para futuras determinaciones de laboratorio (acápites 3.3 y 3.4). El sistema radical se utilizó para determinar el porcentaje de colonización y la ocupación fúngica (acápite 3.2; 3.3; 3.4 y 3.5).

La superficie foliar o índice de área foliar (IAF) se estimó a través del producto del ancho y del largo de cada una de las hojas activas por 0.7 (Ortega y Rodés, 1986).
3.6.3. Cuantificación de la colonización micorrízica de las plantas.

Con el objetivo de corroborar el establecimiento de la simbiosis micorrízica en las plantas se procedió a evaluar los porcentajes de la colonización (acápite 3.2 al 3.5) y la densidad visual (acápite 3.2 y en el 3.5).

Una vez seleccionada las raíces más finas se tiñeron siguiendo el método descrito por Phillips y Hayman (1972), el cual se basa en la aplicación del colorante Azul de tripán. El mismo tiñe las estructuras que contienen quitina, principal componente de las paredes celulares de algunos hongos, entre ellos los formadores de micorrizas arbusculares, observándose así en el interior de la raíz la presencia del HMA. 

Procedimiento:

1. Se realizó una selección del sistema radical muestreado (más finas) y se cortaron en pequeños fragmentos, se pesó 200 mg y se colocaron en un tubo de ensayo previamente identificado, posteriormente se añadió una solución de KOH al 10% (p/v) y se calientó durante 20 minutos en baño maría a 100 ºC.

2. Pasado este período de tiempo se eliminó el KOH, lavando las raíces con abundante agua varias veces.

3. Se añade HCl 0.1 N durante 5 min, con el fin de preparar las raíces para la entrada del colorante.

4. Se decanta y se aplica una solución de 0.05% azul de tripán en ácido láctico (v/v) dejándolo en baño de maría entre 15 – 20 min a 100 ºC.

5. Una vez teñidas las raíces se elimina el exceso de colorante y se conservan en una solución de ácido láctico (50% ácido y 50% agua) hasta su posterior observación al microscopio óptico.

El grado de colonización micorrízica se cuantificó por el método de la cuadricula o de intercepto, el cual consiste en cuadricular el fondo de una placa de petrí (1x1 cm), seguido de la observación de las raíces con una lupa (4x) y se contabilizan las raíces micorrizadas y las no micorrizadas que tocan las líneas de la cuadricula en la vertical, para un total de 100 puntos (Giovanetti y Mosse, 1980).

La determinación del porcentaje de Densidad Visual (% DV) o intensidad de la colonización se realizó siguiendo la metodología descrito por Trouvelot et al., (1986), el cual establece niveles de evaluación para los por ciento de ocupación fúngica observada (Tabla 4).

Tabla 10. Transformación de los porcentajes de ocupación fúngica intrarradical en niveles, según Trouvelot (1986). 

	Nivel de evaluación
	% de ocupación observada

	0
	0

	1
	1

	2
	2,5

	3
	15,5

	4
	35,5

	5
	47,5


Posteriormente se realizó el cálculo según la fórmula: 
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Donde: Z= número de interceptos contados en cada nivel 

A= multiplicación del número de interceptos contados en cada nivel (Z), por el por ciento de ocupación observada.

3.6.5. Eficiencia del fotosistema II.

La eficiencia del fotosistema II se midió con un FluorPen FP100 (Photon Systems Instruments, Brno, República Checa), que permite una evaluación no invasiva del funcionamiento del aparato fotosintético de las plantas, mediante la medición de la fluorescencia de la clorofila A. El FluorPen cuantifica el rendimiento cuántico del fotosistema II como la relación entre el rendimiento actual del fotosistema adaptados a la luz (Fv) y el máximo rendimiento del fotosistema II adaptado a la luz (Fm), de acuerdo con Oxborough y Baker (1997). Las mediciones se realizaron en las hojas del tercio superior de la planta y bien expuestas a la luz, realizándose tres mediciones por plantas y se expresa en quantum yield (Qy) (acápites 3.2 y 3.3).

3.6.6. Conductancia estomática.

La conductancia estomática se midió dos horas después de iniciarse el fotoperíodo diurno (entre las 9 y 10 am), utilizando un Porómetro (AP4, Delta-T Devices Ltd, Cambridge, Reino Unido). Las mediciones de la conductancia estomática se realizaron en las hojas del tercio superior de la planta y bien expuestas a la luz, realizándose tres mediciones por plantas (acápites 3.2 y 3.3).

3.6.7. Potencial hídrico.

Para medir el potencial hídrico (acápites 3.3; 3.4) se utilizó el microvoltímetro HR- 33T conectado a una cámara psicrométrica C52 (Wescor Inc, Logan, UT, USA), el método consiste en colocar un disco de hoja (0.5 m2) correspondiente a la parte central de la misma y al tercio superior de la planta, durante 15 minutos antes de la medición que se realiza por el método del punto de rocío para estabilizar la temperatura y el vapor de agua del disco. La medición sew realizó entre las 11:00am y las 1:00pm.
3.6.8. Preparación de los extractos para análisis de laboratorio.

Se maceró 1 g de muestra (parte aérea de la planta) con nitrógeno líquido y se homogenizó en el mortero. La extracción se realizó utilizando los diferentes tampones de extracción para cada una de las técnicas a aplicar por determinación (acápites 3.3 y 3.4).

3.6.9 Contenido de prolina.

La prolina se determinó por el método descrito por Bates et al., (1973) (acápites 3.3 y 3.4). Se añadieron 5 mL de una solución de ácido sulfosalicílico 5% (p/v). El homogenado se filtró y se centrifugó a 10000 g durante 10 minutos a 4 ºC, conservándose el extracto (sobrenadante) a -20 ºC para posterior análisis. En tubos de vidrio se hizo reaccionar 1 mL de extracto con 1mL de reactivo de ninhidrina y 1 mL de ácido acético glacial, la mezcla de reacción se incubó durante una hora a 95 ºC, deteniendo la reacción en hielo. La prolina se extrae con 2 mL de tolueno agitando en un vórtex 20 - 30 s y se mide la absorbancia a 530 nm, usando tolueno como blanco. El contenido de prolina se expresa en nmol.g-1 de peso freso o seco. Se realizó una curva patrón a partir de una solución de prolina (1 mM) con los siguientes concentraciones: 0, 25, 50, 100, 200 y 300 µM) de prolina (Bates et al., 1973).

Reactivo de ninhidrina: calentar 1,25 g de ninhidrina en 30 mL ácido acético glaciar y 20 mL de ácido fosfórico 6 M, agitando hasta disolver. Se conserva a 4 ºC un máximo de 24 horas.

3.6.10. Contenido de glutation reducido. 

El contenido de glutation se determinó según el método descrito por Smith (1985) (acápites 3.3 y 3.4). Se añadieron 5 mL de una solución de ácido sulfosalicílico 5% (p/v). El homgenado se filtró y se centrifugó a 10000 g durante 10 minutos a 4 ºC, conservándose el extracto (sobrenadante) a -20 ºC para posterior análisis. Se mezcla 1,125 mL de tampón fosfato potásico 0,5 M (pH 7,5) con 0,75 mL de extracto. Posteriormente reaccionaron con 0,5 mL de tampón fosfato sódico 0,1 M (pH 7,5) contenidos en 5 mM EDTA, 0,2 mL de 5,5- ditiobis - (2 -nitrobenzoico) 6 mM, 0,1 mL de NADPH 2 mM y 0,1 mL (1 unidad) de glutation reductasa. La reacción fue iniciada por la adición de 0,1 mL de glutation o de extractos. El cambio en la absorbancia a 412 nm se registró durante 5 min. Se realizó una curva patrón a partir de una solución patrón de glutation (50 mM) con las siguientes concentraciones: 0, 10, 20, 30, 40 y 50 µM.

3.6.11. Contenidos de ascorbato reducido.

El ascorbato se cuantificó por fotometría, tras la reducción de 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP), según el método descrito por Leipner et al; (1997) (acápites 3.3 y 3.4). Se tomaron 200 mg de muestra (parte aérea de la planta) y se homogenizó en un mortero con nitrógeno líquido y 1g de NaCl. A continuación se añadieron 5 mL de ácido metafosfórico 2% (p/v). El homogenado se filtró a través de papel de filtro, conservándose el extracto (filtrado) a -20 ºC para posterior análisis. Se hizo reaccionar, 300 µL de extracto con 200 µL K2HPO4 al 45% (p/v), tras 15 minutos de incubación a 25 ºC , se añadió 1 mL de tampón citrato - fosfato 2 M (pH 2,3) y 1 mL de 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) 0,003% (p/v). La absorbancia se midió inmediatamente a 524 nm. El contenido de ascorbato se calculó por referencia a una curva patrón hecha con ácido ascórbico 2 mM con 0; 0,2; 0,3 y 0,4 mM.

3.6.12. Contenido de peróxido de hidrógeno.

El contenido de peróxido de hidrógeno en las hojas se determinó por el método descrito por Patterson et al., (1984), con ligeras modificaciones descritas por Aroca et al., (2003) (acápites 3.3 y 3.4). Se tomó 1 g de muestra (parte aérea de la planta) y se homogenizó en un mortero con nitrógeno líquido, más 0,1 g de carbón activado y 0,1 g de polivinil polipirrolidona (PVPP). Seguidamente se añadieron 5 mL de ácido tricloroacético (TCA) 5% (p/v). El homogenado se centrifugó a 18000 g durante 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se filtró a través de un filtro Millipore (0,22 µm), conservándose el extracto (filtrado) a -20 ºC para posterior análisis. Se tomó 0,1 mL de filtrado y se añadió 1 mL de tampón fosfato de potasio 100 mM (pH 8,4) y 1mL de reactivo colorimétrico recién preparado mediante la mezcla de oxalato de potasio y titanio 0,6 mM y de 4-2 resorcinol pyridilazo 0.6 mM en proporción 1:1 (v/v). La reacción se calentó en baño de maría durante 1 hora a 45 ºC y se midió la absorbancia a 508 nm. Para el blanco se sustituyó el extracto de hoja por TCA al 5%. 

3.6.13. Daño oxidativo a los lípidos.

Los lípidos peroxidados se extrajeron por el método descrito por Dhindsa et al., (1981) (acápites 3.3 y 3.4). Se añadieron 4 mL de ácido tricloroacético (TCA) 1% (p/v), y se centrifugó a 10000 g durante 5 minutos a 4 ºC, conservándose el extracto (filtrado) a -20 ºC para posterior análisis. A continuación se hizo reaccionar 0,5 mL de filtrado con 1,5 mL de una mezcla de reacción que contiene ácido tricloroacético TCA 20% (p/v) más ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (p/v), incubando la reacción a 95 ºC durante 30 minutos. Tras enfriar a temperatura ambiente, los tubos se centrifugaron a 800 g durante 5 minutos y el sobrenadante se utilizó para la lectura espectrofotométrica a 532 nm y 600 nm. La peroxidación lipídica se estimó a partir del contenido de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico y se expresó como equivalentes de malondialdehído (MDA), según Halliwell y Gutteridge (1989). La curva de calibración se realizó con MDA en el rango de 1 - 10 nmol. El blanco para todas las muestras se preparó mediante la sustitución de la muestra por el medio de extracción.

3.6.14. El rendimiento agrícola e industrial y sus componentes principales.
El rendimiento agrícola es la relación del peso del arroz paddy (arroz en cáscara húmedo) y el área cosechada (acápites 3.4 y 3.5). Esta expresión se indica internacionalmente en toneladas por hectáreas (T.ha-1).

Se estimó el rendimiento agrícola teórico al 14 % de humedad de los granos y sus componentes (acápite 3.3) teniendo en cuanta la separación entre macetas (15x15 cm) la cantidad de macetas en 1m2 (44 plantas/m2), los granos llenos por panículas y la masa de 1000 granos. 

RENDIMIENTO TEÓRICO.


[image: image3.wmf]1

2

.

100000

1000

*

/

*

/

-

=

=

ha

T

G

de

Masa

panículas

Gll

m

P

Rt

            (2)
Donde:

Rt = Rendimiento agrícola teórico.

P/m2= Panículas por metro cuadrado.

Gll/panículas = Granos llenos por panículas (10 panículas x parcelas).

Masa de 1000 G = masa de 1000 granos (g).

T.ha-1 = Toneladas por hectáreas.

En el acápite 3.5 se determinó en condiciones de campo el Rendimientos Agrícola Real en un marco de 4 m2; granos llenos por panículas en 20 panículas por parcela y la masa de 1000 granos (MINAG, 2008). 

El rendimiento industrial después de molinado el arroz (descascarado y pulido), se expresa en porcentaje, además se determinó el porcentaje de granos blanco esteros y quebrados en una muestra de 100g de arroz paddy (acápites 3.5). 

3.7. Análisis estadístico.

Para determinar el efecto de la inoculación micorrízica sobre el crecimiento y desarrollo en plantas de arroz (acápite 3.2). Los datos se procesaron mediante análisis de varianza simple (ANOVA), utilizando el Programa STATGRAPHICS Plus sobre Windows, versión 5.1. Seguido por la Prueba de Rango Múltiple de Duncan (Duncan, 1955). 

Para determinar el efecto de la inoculación micorrízica en el crecimiento y desarrollo de plantas de arroz con diferentes suministro de agua en condiciones aeróbicas (acápite 3.3.1 y 3.3.2). Los datos fueron sometidos a análisis de varianza (ANOVA) simple, utilizando el Programa STATGRAPHICS Plus sobre Windows, versión 5.1. Seguido por la prueba de rango múltiple de Duncan (Duncan, 1955). 

Para determinar el efecto de la inoculación micorrízica en el crecimiento y desarrollo de plantas de arroz con diferentes manejos de agua en condiciones anaeróbicas y de campo (acápite 3.4 y 3.5). Los datos obtenidos para cada muestreo realizado fueron sometidos a análisis de varianza factorial de tres factores. Plantas inoculadas y no inoculadas con HMA (MA y noMA); momento de suspensión de la lámina de agua (30, 40 y 50 DDT), manejo de agua (inundado y no inundado). Partiendo de la interacción entre los factores se realizó un ANOVA simple, seguido por la prueba de Rango Múltiples de Duncan (Duncan, 1955). Se utilizó el Programa STATGRAPHICS Plus sobre Windows, versión 5.1.
Además se realizó un análisis de componentes principales, a partir de una reducción de dimensiones factoriales, utilizando el Programa SPSS 17.0 (acápite 3.4 y 3.5).
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