Capítulo III
Materiales y Métodos


III. Materiales y Métodos 

Teniendo en cuenta los objetivos propuestos, se condujeron un conjunto de experimentos en condiciones controladas, semicontroladas y de mesocosmo que se describen en la Figura 1.

Material fúngico 

Se utilizó la cepa INCAM-4: Glomus cubense (Y. Rodr. & Dalpé) (Rodríguez et al., 2011), procedente de la colección del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) de Cuba, la que se reprodujo en condiciones controladas usando Sorghum bicolor L. como planta trampa (INCA, 2001). La concentración del inóculo se certificó por el Laboratorio de Control de la Calidad de Micorrizas del INCA y se almacenó en condiciones de refrigeración (±
4 °C). 

Obtención del inoculante líquido 

Las esporas se obtuvieron a partir del inóculo certificado, para su extracción se procedió según el protocolo descrito por Gerdemann y Nicholson (1963), modificado por Herrera et al., (1995). Posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada estéril, se depositaron en tubos eppendorf de 1,5 mL, con 300 μL de solución Ringer y se conservaron en refrigeración hasta el momento de la desinfección. Un litro de la solución Ringer contenía NaCl 7,5 g, KCl 0,75 g, CaCl2 0,1 g y NaHCO3 0,1 g.

La desinfección de las esporas se realizó mediante la metodología propuesta por Cranenbrouck et al., (2005). Los propágulos fúngicos se pusieron en contacto con una solución de Cloramina T al 2 % y dos gotas de Tween 20 durante 10 minutos. Posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se colocaron en una solución de antibióticos que contenía sulfato de estreptomicina (0,02 %) y sulfato de gentamicina (0,01 %) por igual tiempo. Finalmente, se lavaron con agua destilada estéril y se conservaron en una solución osmoprotectora (Polietilenglicol 6000) al 10 %. 

3.1 Evaluación la viabilidad 
del HMA Glomus cubense (INCAM 4) - formulación 
líquida y su potencial colonizativo en plantas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench)

Los experimentos se realizaron con el objetivo de comprobar la viabilidad del germoplasma fúngico conservado en una solución osmoprotectora y su potencial colonizativo en plantas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), en función de las variables de funcionamiento 
micorrízico (características morfológicas y frecuencia e intensidad de colonización micorrízica), el crecimiento de las plantas y variables bioquímicas relacionadas con el proceso simbiótico. 
En el experimento I se utilizaron 400 esporas de Glomus cubense, las que se colocaron en frascos de color ámbar, previamente esterilizados en autoclave (121 ºC por dos horas), con 300 mL de la solución osmoprotectora y se conservaron en refrigeración a ±4 °C. Este ensayo se extendió por 180 días y se ejecutó dos veces durante el 2011 por lo que se muestran los resultados de ambas medias. 

Los tratamientos consistieron en esporas de Glomus cubense conservadas en la solución osmoprotectora por 30, 60, 90, 120, 150 y 180 días respectivamente y como control se utilizó la misma cantidad de propágulos fúngicos conservados en agua destilada estéril. Se siguió un diseño completamente aleatorizado con arreglo bifactorial, siendo el factor I el tiempo de almacenamiento del HMA y el factor II en tipo de solución. Se realizaron seis observaciones por cada tratamiento (n=6) cada 30 días.
Los indicadores evaluados fueron caracteres cualitativos de las esporas (coloración, forma, eclosión) y contenido de proteínas totales en la solución osmoprotectora.
El experimento II se desarrolló en condiciones semicontroladas de casas de cristal en el Instituto Nacional de Ciencias Agrícola (INCA), San José de la Lajas, provincia Mayabeque. Se utilizaron semillas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench cv. 'CIAP 1322') con un 96 % de germinación, las que se desinfectaron con una solución comercial de hipoclorito de sodio (10 %) durante 10 minutos (Ortega y Rodés, 1986) y luego de decantar esta solución, se lavaron varias veces con abundante agua destilada estéril. Posteriormente se sembraron tres semillas en macetas de 1 kg 
de capacidad y se realizó un raleo a los siete días posterior a su emergencia, quedando una planta por maceta. La arcilla se esterilizó en autoclave a 121 ºC durante dos horas, en ciclos de tres días seguidos y se clasificó como Gleysol Vértico húmico carbonatado (Hernández et al., 2015) y algunas de sus características químicas así como el contenido de esporas de HMA residentes se muestran en la Tabla 1. 
La arcilla se caracterizó por presentar un pH neutro, alto contenido de P2O5 y contenidos medios de materia orgánica y K+. La CCB 
y los contenidos de Ca2+ y Mg2+ fueron bajos (Paneque y Calaña, 2001), al igual que el contenido inicial de esporas de HMA residentes. 
Tabla 1. Características químicas y contenido de esporas de HMA residentes de la arcilla empleada en el experimento II . 

	pH
	MO

(%)
	P2O5
(mg 100g-1)
	Ca2+
	Mg2+
	K+
	Na+
	CCB
	Esp. HMA 50 g suelo-1

	
	
	
	(cmolc kg-1)
	
	

	7,1
	2,64
	14,8
	12,5
	3,7
	0,48
	0,10
	16,78
	104


MO: Materia orgánica; CCB: Capacidad de cambio de bases, Esp. HMA: número de esporas de HMA en 50 gramos de suelo seco.
Las plantas crecieron a una temperatura promedio de 22±3ºC, humedad relativa de 75-80% y fotoperiodo natural durante 60 días (Febrero-Marzo) en el 2012 y 2013 respectivamente, por lo que se muestran los resultados de ambas medias.

Los tratamientos consistieron en esporas de Glomus cubense conservadas en la formulación líquida (FL) por 30, 60, 90, 120, 150 y 180 días respectivamente, el inóculo certificado de la misma cepa en formulación sólida (FS) y un control sin inocular (Tabla 2), distribuidos en un diseño completamente aleatorizado con diez macetas por tratamientos (n=10). 

Tabla 2. Descripción de los tratamientos del experimento II . 
	Tratamientos
	

	T1
	Control sin inocular 

	T2
	Formulación líquida (30 días)

	T3
	Formulación líquida (60 días)

	T4
	Formulación líquida (90 días)

	T5
	Formulación líquida (120 días)

	T6
	Formulación líquida (150 días)

	T7
	Formulación líquida (180 días)

	T8
	Formulación sólida


Se utilizó un inóculo certificado en formulación sólida con una concentración de 20 esporas por gramo de suelo y se aplicó 1 g por semilla. Por otra parte, de la formulación líquida, se inoculó 1 mL por semilla con una concentración de 20 esporas por mL. La inoculación de ambas formulaciones (sólido y líquido) se realizó en el momento de la siembra. 
El riego se aplicó manualmente, en correspondencia con las exigencias de las plantas y a los 30 días posterior a la siembra se aplicaron 50 mL de solución nutritiva Long Ashton por maceta (modificada con 22 µg mL-1 de fósforo para los tratamientos inoculados) (Hewitt, 1966 citado por Alfonso et al., 2013) (Tabla 3). 

El experimento se extendió por 60 días y los indicadores evaluados fueron masa seca aérea y de la raíz y como variables fúngicas frecuencia e intensidad de la colonización micorrízica. 

Tabla 3: Composición química de la solución nutritiva Long Ashton.

	Solución Nutritiva Long Ashton 

	Nutrientes
	mL L -1

	KNO3
	5.00

	MgSO4. 7H2O
	5.00

	Ca (NO3)2. 4H2O
	5.00

	NaH2PO4. H2O
	2.68 (inoculadas)

	
	5.36 (controles)

	Elementos Trazas (*) 
	1.0

	Solución Citrato (**) 
	5.0


(*) Mezcla: MnSO4, CaSO4, ZnSO4, H3BO3, NaCl, (NH4)6Mo7O24 y H2O 

(**) Mezcla: FeC6H5O7 y H3C6H5O7

3.2 Evaluación la infectividad de la cepa INCAM 4 - formulación líquida, sometida a diferentes presiones hidráulicas, en plantas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) y maíz (Zea mais L.)
El experimento III se realizó en condiciones controladas en el laboratorio de Fisiología y Bioquímica Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agrícola (INCA), San José de la Lajas, provincia Mayabeque, con el objetivo de comprobar la infectividad de la cepa INCAM 4 - 
formulación líquida, sometida a diferentes presiones hidráulicas, a través de variables fisiológicas y fúngicas. 

El tipo de arcilla utilizada en este ensayo, así como el protocolo de desinfección para las semillas, coincidieron con la descripción realizada en el experimento II. 

Las semillas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench cv. 'CIAP 1322') y maíz (Zea mais L. cv. 'VSF-6'), con un 96 y 94 % de germinación respectivamente, se sembraron en macetas de 0.5 kg 
de capacidad que contenían arcilla estéril, a razón de tres semillas y a los siete días posterior a la emergencia de las plantas, se realizó un raleo dejando una planta por maceta.
Las plantas crecieron a una temperatura promedio que osciló entre los ±18-25 °C, con una humedad relativa del 75 % y el fotoperiodo se ajustó a 16 horas luz/8 horas oscuridad durante 30 días (Julio y Agosto) del 2016, por lo que se muestran los resultados de ambas medias.
Las esporas de G. cubense se expusieron durante a 1 minuto a 3 presiones diferentes (1,5; 3 y 5 atmosfera
 respectivamente) en una cámara de presión Scholander,  Soil Moisture, Modelo P80 L08. Posteriormente se observaron al estereoscopio (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x) para comprobar si se produjo alguna modificación en su estructura (eclosión) y finalmente se inoculó 1 mL por semilla con una concentración de 20 esporas por mL. La aplicación del inoculante líquido se realizó en el momento se la siembra. 
El riego se aplicó manualmente, en correspondencia con las exigencias de las plantas y a los 10 días posterior a la siembra se aplicaron 20 mL de solución nutritiva Long Ashton por maceta (modificada con 22 µg mL-1 de fósforo para los tratamientos inoculados) (Tabla 3).
Se estudiaron cuatro tratamientos conformados por las tres presiones evaluadas (Presión I: 1,5; Presión II: 3 y Presión III: 5 atmosfera 
respectivamente), además de un control sin inocular y siguieron un diseño completamente aleatorizado con diez macetas por tratamientos (n=10).

Las determinaciones se realizaron 30 días posterior a la siembra y se evaluaron los siguientes indicadores: masa seca aérea y de la raíz, frecuencia e intensidad de la colonización micorrízica y contenido de esporas en suelo. 
3.3 Selección de la dosis de inoculación más efectiva, así como la dosis de fertilización mineral óptima al aplicar la cepa INCAM 4 - formulación líquida
Con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes dosis de inoculación la cepa INCAM 4 - formulación líquida, así como las dosis de fertilización mineral en el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) en condiciones semicontroladas y de mesocosmo, se condujeron un grupo de experimentos. 

El experimento IV se desarrolló en condiciones de casas de cristal en el departamento de Biofertilizantes y Nutrición de las Plantas del Instituto Nacional de Ciencias Agrícola (INCA), San José de la Lajas, provincia Mayabeque, durante el período noviembre-diciembre de 2013 y 2014 respectivamente, por lo que se muestran los resultados de ambas medias.
Las semillas de tomate (Solanum lycopersicum L., syn. Lycopersicon esculentum Mill.) (Código Internacional de Nomenclatura Botánica), cv. 'AMALIA', obtenidas por el Departamento de Mejoramiento Genético del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) (Álvarez et al., 1997), se desinfectaron de acuerdo con el protocolo expuesto en el experimento II y se sembraron en macetas de 5 kg de capacidad 
que contenían una mezcla de suelo Ferralítico Rojo lixiviado, que se correlaciona con Nitisol ferrálico (éutrico, ródico) (Hernández et al., 2015) y materia orgánica, en proporción 3:1 (v/v), cuyas características químicas y contenido de esporas de HMA residentes se muestran en la Tabla 4. La esterilización de dicha mezcla se realizó en autoclave a 121 ºC durante dos horas, en ciclos de tres días seguidos. 
Tabla 4: Características químicas y contenido de esporas de HMA residentes de la mezcla utilizada en el experimento IV: suelo Ferralítico Rojo Lixiviado-Materia Orgánica (3:1).
	pH
	MO

(%)
	P2O5
(mg 100g-1)
	Ca2+
	Mg2+
	K+
	Na+
	CCB
	Esp. HMA 50 g suelo-1

	
	
	
	(cmolc kg-1)
	
	

	6,9
	3,76
	22,3
	13,8
	3,13
	0,53
	0,08
	17,54
	91


MO: Materia orgánica; CCB: Capacidad de cambio de bases, Esp. HMA: número de esporas de HMA en 50 gramos de suelo seco.
La mezcla se caracterizó por presentar un pH neutro, alto contenido de P2O5 y contenidos medios de materia orgánica y K+. La CCB y los contenidos de Ca2+ y Mg2+ fueron bajos (Paneque y Calaña, 2001) al igual que el contenido inicial de esporas de HMA residentes. 
Las plantas crecieron a una temperatura promedio que osciló entre los ±18-25°C, con una humedad relativa entre 65-80 % y el fotoperiodo natural. A los siete días de la emergencia de las plantas se realizó un raleo dejando tres plantas por maceta. 

El experimento estuvo conformado por cinco tratamientos que consistieron en tres concentraciones de esporas inoculadas por plantas en formulación líquida (FL)  (Dosis I: 10; Dosis II: 20 y Dosis III: 40 esporas por planta respectivamente), además de un tratamiento con formulación sólida (FS) y un control sin inocular. Se utilizó un diseño completamente aleatorizado con diez macetas por tratamiento (n=10). La inoculación se realizó durante la siembra a razón de 1 mL por planta en los tratamientos con FL en correspondencia con las dosis en estudio y 1 g por planta para la FS con una concentración de 20 esporas por gramo de inoculante. 
El riego se aplicó manualmente, en correspondencia con las exigencias de las plantas y a los 25 días posterior a la siembra se aplicaron 50 mL de solución nutritiva Long Ashton por maceta (modificada con 22 µg mL-1 de fósforo para los tratamientos inoculados) (Tabla 3).

Este experimento se extendió por 45 días y los indicadores evaluados fueron la masa seca aérea y de la raíz, superficie foliar y como variables fúngicas frecuencia e intensidad de la colonización micorrízica.  
Teniendo en cuenta los resultados del experimento IV, se procedió a la utilización de la dosis de inoculación de la cepa INCAM 4 en formulación líquida más efectiva para ejecutar los estudios posteriores. 

El experimento V se condujo en condiciones de mesocosmo, en el área del Departamento de Biofertilizantes y Nutrición de las Plantas del INCA, durante el período noviembre-marzo del 2014-2015 y del 2015-2016 y en la tabla 5 se describe el comportamiento de las variables meteorológicas durante la etapa experimental. 
Tabla 5: Comportamiento de las variables meteorológicas temperatura (media, mínima y máxima), precipitaciones y humedad relativa durante el período experimental. Estación Meteorológica de Tapaste (INSMET, 2016). 
	Meses
	2014-2015

	
	Temperatura Máxima (°C)
	Temperatura Mínima (°C)
	Temperatura Promedio (°C)
	Humedad Relativa (%)
	Precipitaciones (mm)

	Noviembre 
	26,9
	16,3
	22
	79
	172,4

	Diciembre 
	26,1
	15,2
	20,7
	81
	38,1

	Enero 
	26,2
	15,8
	21
	82
	29,2

	Febrero 
	26,4
	13,4
	20
	78
	25,5

	Marzo 
	30,4
	18,3
	23,8
	74
	19,9

	
	2015-2016

	Noviembre 
	27,2
	17,3
	22
	79
	195,6

	Diciembre 
	22,7
	10,6
	17
	75
	55

	Enero 
	25,6
	13,5
	19,7
	80
	52,6

	Febrero 
	27,7
	15
	21,3
	75
	72,8

	Marzo 
	28,8
	15,5
	21,8
	70
	45,2


Las variables meteorológicas se ubicaron dentro de los rangos óptimos necesarios para garantizar un adecuado crecimiento y desarrollo del tomate (20-26 oC durante el día y 14-20 oC en la noche). Se encontraron bajos acumulados de las precipitaciones, lo que se corresponde con el período poco lluvioso o seco en Cuba (noviembre-abril) y de igual manera, registros bajos de temperaturas, que coinciden con el periodo invernal (INSMET, 2016).

La producción de plántulas se realizó en cepellones, en condiciones de casas de cristal, empleando bandejas cubanas de poliestireno expandido con 247 alvéolos de 32,50 cm3 de volumen. Se utilizó la mezcla de suelo y materia orgánica, en proporción 3:1 (v/v), descrita en el experimento IV y cuyas características químicas se muestran en la Tabla 4. El riego se efectuó en correspondencia con las exigencias de las plantas. 
La aplicación del inoculante de la cepa INCAM 4 en formulación líquida y sólida se realizó en esta etapa a razón de 1 mL por planta para la FL con una concentración de 20 esporas por mL y de 1 g por planta para FS con una concentración de 20 esporas por gramo de inoculante. 
El trasplante se realizó a los 25 días después de la siembra de las semillas, en canteros planos de 23X1m2
 (largo x ancho). Se utilizaron plántulas con una altura entre 12-14 cm, de 3-4 hojas verdaderas y con un grosor del tallo mayor a 3 milímeros
. El esquema de plantación empleado fue el de doble hilera, separadas a 50 cm con una distancia entre plantas de 25 cm. 
El suelo utilizado en este estudio coincidió con el descrito en el experimento IV y sus características químicas así como el contenido de esporas de HMA residentes aparecen en la Tabla 4. Para la esterilización del suelo se aplicó una solución de formol al 2,5 % aplicada a razón de 5 L m-2. El cantero se cubrió cuidadosamente con polietileno negro por 72 horas para que accionara la solución aplicada. Posteriormente se destapó dejándolo reposar por 72 horas hasta expulsar los gases (Vázquez, Rivera y Fernández, 2011).
Los tratamientos siguieron un diseño completamente aleatorizado y consistieron en tres dosis de fertilizante mineral (fórmula completa 9-13-17) (50, 75 y 100 % respectivamente), además de un tratamiento inoculado con la cepa INCAM 4 en formulación sólida (FS), un control sin inocular y el testigo de producción (Tabla 6) . El cálculo de la dosis del fertilizante mineral se realizó de acuerdo con la norma recomendada para el cultivo y el área experimental y quedaron las siguiente proporciones: 50 (1,15 kg ha-1), 75 (1,73 kg ha-1) y 100 (2,30 kg ha-1). 
En el tratamiento inoculado con la FS de la cepa INCAM 4, se aplicó un 50 % de la fórmula completa NPK (9-13-17) teniendo en cuenta estudios precedentes relacionados con la reducción de fertilizantes minerales en dicho cultivo inoculado con HMA sin afectar su rendimiento agrícola (Cuevas et al., 2000). Por otra parte, se mantuvo la dosis de fertilización mineral recomendada para el tomate en el tratamiento testigo de producción. El portador mineral, en los tratamientos correspondientes, se fraccionó en dos etapas del ciclo del cultivo: un 50 % en el momento del trasplante y el resto 25 días posterior a dicha aplicación.
Tabla 6. Descripción de los tratamientos del experimento V.
	Tratamientos
	

	T1
	Control sin inocular 

	T2
	Glomus cubense (FS) + 50% NPK 

	T3
	Glomus cubense (FL) + 50% NPK

	T4
	Glomus cubense (FL) + 75% NPK

	T5
	Glomus cubense (FL) + 100% NPK

	T6
	Testigo de producción (100% NPK)


FS: formulación sólida; FL: formulación líquida
El riego se aplicó por aspersión en correspondencia con las exigencias
 de las plantas y las atenciones culturales del cultivo se realizaron de acuerdo al Instructivo Técnico (Salgado, 1998). 

Las evaluaciones se realizaron a los 25, 45 y 90 días posteriores 
al trasplante (DPT) coincidiendo con las etapas de crecimiento y desarrollo del cultivo, inicio de floración y cosecha respectivamente. Se seleccionaron al azar 15 plantas por cada tratamiento (n=15).
Los indicadores evaluados fueron: longitud del tallo, masa seca aérea y de la raíz, superficie foliar, concentraciones de nitrógeno, fósforo y potasio foliar, número de flores y frutos por planta, peso promedio de los frutos, porcentaje de fructificación, rendimiento del cultivo y como variables fúngicas frecuencia e intensidad de la colonización micorrízica.
3.4 Efecto de la aplicación de la cepa INCAM 4 - formulación líquida en diferentes líneas de trigo (Triticum durum L.) de primavera inoculadas en un sistema de riego por goteo
Con el objetivo de comprobar la efectividad de la aplicación de la cepa INCAM 4 -formulación líquida en diferentes líneas de trigo (Triticum durum L.) de primavera inoculada por un sistema de riego por goteo, se ejecutó el experimento VI en el Institute Agriculture & Agri-food, Canada (AAC) Ottawa, Canadá, durante el período febrero-julio de 2015.

El material vegetal consistió en cinco líneas de primavera (AW-774, AC Carberry, HY-162, Major y AAC Scotia) de trigo (Triticum durum L.), con un 98 % de germinación y certificadas por la oficina de registro de variedades de la agencia de inspección alimentaria de Canadá. 

Las semillas se desinfectaron de acuerdo con el protocolo expuesto en el experimento II y se sembraron en macetas de 5 kg de capacidad 
que contenían una mezcla de sustrato orgánico (3 % de materia orgánica) y arena lavable, en proporción 1:1 (v/v). La esterilización de dicha mezcla se efectuó en autoclave a 121 ºC durante dos horas, en ciclos de tres días seguidos. 
Las plantas crecieron en condiciones controladas con una temperatura promedio que osciló entre los ±20-22 °C, un 80 % de humedad relativa y fotoperiodo ajustado a 16 horas luz/8 horas oscuridad. Se sembraron seis semillas y a los siete días de la emergencia de las plantas se realizó un raleo dejando tres plantas por maceta.

El experimento consistió en cuatro tratamientos: un control sin inocular, la cepa INCAM 4 en formulación sólida y líquida y el inoculante granulado canadiense MYKE-PRO® (Rhizoglomus irregule) (Blaszk., Wubet, Renker & Buscot).  
Para la aplicación del inoculante en formulación líquida (FL) de la cepa INCAM 4 se empleó una bomba dosificadora hidráulica de inyección para productos solubles en agua (ECOFERTIC), a una presión de 1,5 atmosferas
 y con una entrega de 5 mL por maceta en cada riego. Dicha bomba se ajustó al sistema de riego por goteo con mangueras como líneas regantes y goteros espaciados a 30 cm con salida para cuatro macetas. Se realizó una única 
aplicación de esta formulación en el momento de la siembra con una concentración de 5 esporas por mL en un volumen final de 150 mL del producto. Los riegos se aplicaron mediante un sistema automatizado, en correspondencia con las necesidades hídricas y las etapas de crecimiento de las plantas.  

La aplicación de la formulación sólida (FS) de la cepa INCAM 4, con una concentración de 100 esporas por gramo de inoculante, consistió en 1 g por maceta, mientras que del producto comercial MYKE-PRO®, con una pureza de 1 propágulo por gramo de inoculante, se utilizaron 20  gramos por maceta. Ambas inoculaciones se realizaron en el momento de la siembra.  
En los tratamientos inoculados con la formulación sólida (FS) de la cepa INCAM 4, el producto comercial MYKE-PRO® y el control, el riego se aplicó manualmente teniendo en cuenta la frecuencia y el volumen de agua del tratamiento inoculado mediante el riego por goteo. 

Este experimento siguió un diseño de parcelas divididas, siendo la parcela principal la inoculación del HMA y como sub-parcela las líneas de trigo de primavera, con seis réplicas por tratamiento y 120 macetas totales. 
Se aplicó urea a razón de 5 g por plantas, la cual se fraccionó en dos momentos del ciclo del experimento: 3 g a los 15 días posterior a la siembra y el resto un mes después.   
El experimento se extendió por 120 días y los indicadores evaluados fueron: rendimiento, número de espigas, peso promedio de los granos, longitud del tallo, masa fresca y seca aérea y se la raíz, frecuencia e intensidad de colonización fúngica y volumen de la raíz.  
3.5 Determinaciones realizadas 
3.5.1 Muestreo de raíces y cuantificación de la colonización micorrízica e intensidad
Para la determinación de las variables del hongo se tomaron aproximadamente 250 mg de raíces secundarias en cada muestra, a una profundidad de 0-20 cm, las cuales se lavaron cuidadosamente, se secaron en una estufa a 70ºC hasta masa constante y se tiñeron y clarificaron según las metodologías descritas por Rodríguez et al., (2015) (Experimentos del I-V) y Dalpé y Séguin, (2013) (Experimento VI).

La evaluación se realizó en microscopio estéreo (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x) y luego se utilizó el método de los interceptos, desarrollado por Giovanetti y Mosse (1980), para la determinación del porcentaje de colonización micorrízica. La intensidad o densidad visual (DV) se determinó según la metodología descrita por Trouvelot et al., (1986), a través de la evaluación de la ocupación fúngica de cada intercepto y se le asignó un nivel a los porcentajes de ocupación según establece dicha metodología (Tabla 7).

Tabla 4. Transformación de los porcentajes de ocupación fúngica intrarradical en niveles, según Trouvelot (1986).
	Niveles de evaluación
	% de ocupación observada

	0
	0

	1
	1

	2
	5

	3
	30

	4
	70

	5
	95


Posteriormente se realizó el cálculo según la fórmula:  % DV = ΣA / ΣZ

Donde Z: número de interceptos contados en cada nivel y A: multiplicación del número de interceptos contados en cada nivel (Z), por el porcentaje de ocupación observada.

Para la determinación del número de esporas (Experimento III), se tomaron 50 g de suelo de acuerdo con el método de extracción descrito por Gerdeman y Nicolson (1963) y modificado por Herrera et al., (1995), basado en el tamizado y decantado por vía húmeda de los propágulos del hongo. Las esporas se colectaron sobre una malla de 40 μm de apertura, se separaron por centrifugación con sacarosa y Tween 80 y se observaron al estereomicroscopio óptico (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x).
3.5.2 Evaluación morfológica de esporas de la cela INCAM 4  
De acuerdo a las características de los experimentos I y III, se examinaron las esporas de dicha cepa para analizar sus propiedades morfológicas: color, tamaño, forma, número y  estructura con el empleo del en microscopio estéreo (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x).
3.5.3 Determinaciones bioquímicas relacionadas con el funcionamiento micorrízico 

La determinación del contenido de proteínas totales (CPT) en la solución osmoprotectora se realizó por el método de Bradford (Bradford, 1976) (Experimento I).  La lectura de absorbancia del complejo proteína - azul de Coomassie Brillante G-250 se realizó a 595 nm en un espectrofotómetro (Genesys 10 UV Thermo). Se preparó una curva patrón de albúmina de suero bovino (BSA, siglas en inglés) a partir de una solución de 1 g L-1 y se emplearon 6 concentraciones de esta solución entre 0,05-0,5 g L-1. Los valores se expresaron en mg mL-1.   
3.5.4 Evaluación del crecimiento de las plantas 
Se determinó la longitud de tallo de las plantas (cm), la masa fresca y seca aérea y radical (g), la superficie foliar (cm2) y el volumen de raíz (cm3 m2-1). Las masas frescas se determinaron por pesada en balanza técnica digital (Acom JW-1, nivel de precisión 0,001), mientras que las masas secas se determinaron al secar las muestras a 70ºC en la estufa hasta masa constante. La superficie foliar se realizó con un medidor portátil modelo MS 300, UK (Experimento IV). Las raíces se lavaron con abundante agua para eliminar las partículas de suelo. Posteriormente se colocaron en un escáner y con el programa WinRhizo-Pro para Windows se determinó el volumen de raíz (Experimento VI). 

3.5.5 Extracción de nutrientes en la biomasa aérea

Las concentraciones de NPK se determinaron como porcentaje de la masa seca, según los siguientes métodos analíticos (Paneque et al., 2011):

· N: digestión húmeda con H2SO4 + Se y determinación colorimétrica con el reactivo de Nessler.

· P: digestión húmeda con H2SO4 + Se y determinación colorimétrica con el reactivo molibdato de amonio.

· K: digestión húmeda con H2SO4 + Se y determinación por fotometría de llama.

3.5.6 Análisis de suelo
Para los análisis se emplearon los siguientes métodos:

· pH en H2O: Potenciometría, relación suelo-agua: 1:2.5 (NC ISO 10390, 1999).

· MO: Walkley y Black (NC 51, 1999).

· Cationes intercambiables: extracción con NH4Ac 1 mol L-1 a pH 7 y determinación por compejometría (Ca y Mg) y fotometría de llama (Na y K), según NC 65 (2000).

· P2O5 asimilable: Oniani (extracción con H2SO4 0.025 M, desarrollo de color con molibdato de amonio y determinación por espectrómetro UV-visible (NC 52, 1999).

· K difícilmente intercambiable: extracción con HNO3 hirviendo durante 10 minutos, a una concentración de 1 mol L-1 y determinación por fotometría de llama (Helmke y Sparks, 1996).
3.5.7 Determinación del rendimiento y sus componentes
Se determinó en número de flores y frutos por plantas, el peso promedio de los frutos (g) y el rendimiento del tomate (t ha-1) en un área de cálculo de 23 m2 con una balanza de 0.5 kg de precisión (Experimento V). En el experimento VI se determinó en número de espigas por m2, el peso promedio de los granos y el rendimiento (g m2). 
3.6 Análisis estadístico 

Todas las variables cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, por lo que en todos los casos se analizaron los datos originales (Vásquez, 2011). Los datos se procesaron estadísticamente mediante un Análisis de Varianza (ANOVA) de Clasificación Simple y de Componentes Principales en correspondencia con el diseño experimental utilizado. Se realizó la compararon de las medias según la prueba de Tukey (p≤0.05) cuando se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Todos los análisis estadísticos se ejecutaron con el paquete estadístico IBM SPSS versión 19.0 (Gray y Kinnear, 2012).
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Figura 1: Esquema experimental utilizado en la investigación. 

Leyenda: HMA: hongo micorrízico arbuscular; MO: materia orgánica; DV: densidad visual; FS: formulación sólida; FL: formulación líquida; G. cubense: Glomus cubense; R. irregule: Rhizoglomus irregule  
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