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(54) Titulo: INOCULANTE MICORRIZOGENO LIQUIDO

(57) Abstract: The invention relates to the field of agriculture, soil biotechnology and, specifically, the production and application
of arbuscular mycorrhizal fungi, a micro-organism which improves efficiency in nutrient uptake by plants, moisture level, crop
production and protection against certain root diseases, etc. The invention consists of a liquid product which is applied to arbuscular
mycorrhizal fungi, using an aqueous medium which can achieve stabilisation of the mycorrhizal propagules, thereby enabling the
formation of soil aggregates, and a demonstrated viability in liquid medium of between 12 and 18 months and which can be used
= inirrigation and fertigation systems. The inventive inoculant is applied directly to fields or greenhouses under protected cultivation
< and can also be used to overcome spore dormancy mechanisms and to obtain an increased concentration level which enables and

facilitates handling and transport. The inventive product can be applied in order to manage mycorrhizal fungi in crops under large-
QO scale irrigation system with improved productivity and environmental impacts.

- (57) Resumen: La solucién técnica propuesta se relaciona con larama de la agricultura, la biotecnologfa del suelo y especificamente

\& con la produccién y aplicacién de los hongos micorrizégenos arbusculares, microorganismo que mejora la eficiencia en la toma de

& nutrientes por las plantas, nivel hidrico, produccién vegetal, proteccién contra alguna de las enfermedades de larafz, etc. Consiste en

\& un producto liquido para la aplicacion de los hongos micorrizdgenos arbusculares, partiendo de la utilizacién de un medio acuoso que

& permite lograr una estabilizacién de los propdgulos micorrizicos que posibilita la formacién de agregados de suelos y una viabilidad

& comprobada en medio liquido entre 12 y 18 meses que se puede utilizar en los sistemas de riego y fertirriego, aplicandose en forma
directa en campos o invernaderos de cultivo protegido, ademas de permitir la superacién de los mecanismos de dormancia de las
esporas y de lograr un elevado nivel de concentracién que permite y facilita su anejo y transportacién. Con la aplicacién de este
producto, se pueden manejar los hongos micorrizégenos en cultivos bajo sistemas de riego en gran escala, con una mejora productiva
y ambiental.
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INOCULANTE MICORRIZOGENO LIQUIDO.
DESCRIPCION.
La presente solucion técnica se relaciona con las ciencias agricolas, en particular con

produccion de biofertilizantes organicos, y mas especificamente, con la obtencion de
un inoculante micorrizogeno liquido que puede aplicarse al suelo y a las plantas tanto
directamente como a través de los sistemas de riego.

A las asociaciones micorrizicas se le han atribuido multiples funciones entre las que se
destacan el mejoramiento de la superficie absorbente del sistema radicular a través de
un aumento notable del mismo, incremento de la tolerancia a las toxinas del suelo,
solubilizacién de ciertos elementos nutritivos (N, P, K, Ca, Mg, Mn, Cu, Zn, B, etc.),
resistencia a condiciones adversas .tales como: sequia, salinidad, etc., selectividad en la
absorcion, mejoramiento de las propiedades fisicas de los suelos a partir de la formacion
de agregados estables y cierta proteccion contra los patdgenos radicales. La aplicacion
de esta asociacion a la agricultura implica un fuerte impacto ambiental, debido a que
propicia un mejor equilibrio entre las diferentes poblaciones de microorganismos
presentes en la micorrizosfera y rizosfera de la asociacion hongo micorrizégeno-planta y

en general una mayor proteccion contra los efectos de los estreses bidticos y abidticos

Estado de la Técnica.

La obtencién y posterior aplicacién de inoculantes basados en hongos formadores de
micorrizas arbusculares en las plantas tiene caracteristicas peculiares, debido a que
éstos no crecen en medios sintéticos artificialmente, sino que completan su ciclo de
vida en las raices de una planta hospedera, de modo que una vez finalizado el ciclo de
vida vegetal (para la produccion de estos inoculantes se utilizan generalmente plantas
de ciclo corto con 3 a 4 meses de vida), se extrae el sistema radical colonizado por el
hongo, asi como los propagulos flngicos (micelio- extramatrico y esporas)
desarrollados durante la asociacion, asi como el sustrato en donde se han
desarrollado, constituyendo entonces todos estos componentes un inoculante
micorrizdgeno en base sdlida (Fernandez, F. Capitulo 3. Bases Cientifico Técnicas
para el manejo de los sistemas micorrizados eficientemente. En: Rivera, Fernandez,
eds. INCA, La Habana. 2003.)

En la produccion actual de este tipo de inoculante, se utilizan los siguientes sustratos
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(Feldmann, F. and Idczak, E. Inoculum production of Vesicular —arbuscular Mycorrhizal

Fungi for use in tropical nurseries. In: Methods in Microbiology. Volume 24 ISBN 0-12-

521524-x. Eds. Academic Press Limited. 1992: Fernandez, F et al,. Certificado de
Autor 22641. OCPI. 1999).

- Suelo

- Suelo + Materia Organica.

- Materia Organica

- Arena

- Arcillas

- Arcillas + Arena

- Arcillas + Materia Organica

- Arena + Materia Organica + Suelo.
- Solucién Nutritiva en camara de flujo liquido.
- Vermiculita

- Perlita

- Turba de musgos.

- Arcilla montmorillonita expandida.

- Combinaciones de todas estas.

Los productos micorrizégenos desarrollados a partir de los sustratos antes
mencionados se aplican directamente recubrimiento la semilla con el 10 % en relaciéon
al peso total de la semilla a sembrar directamente en el campo (Fernandez, F et al,.
Certificado de Autor 22641. OCPI. 1999) o la aplicacion directa de inoculantes a razén
de 1a2T.h™". En el caso de los cultivos de semilleros y viveros, la dosis de aplicacion
no debe exceder de 1 kg. m2, y de 10 g/semilla, colocando el producto siempre por
debajo de la semilla a sembrar respectivamente (Sieverding, E. Vesicular Arbuscular
Mycorrhiza in Tropical Agrosystem. Deutsche Gesellsschaft fur techniische
Zusammenarbeit (GTZ) GMBH, Federal Republic of Germany.1991. 371 p).

La aplicacion de estos inoculantes en los sistemas de riego o fertirriego, debido
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3
fundamentalmente a la ausencia de un inoculante liquido que retina las caracteristicas
adecuadas que le permitan soportar los bruscos cambios de la presién hidrostatica que
se genera en los conductos de riego, lo que ha imposibilitado su aplicaciéon por ésta

via.

La produccion de inoculantes micorrizdgenos arbusculares se ha desarrollado en base
a la aplicacion en sustratos solidos, semisdlidos a floculantes y en menor escala la

utilizaciéon de estos microorganismos en medios liquidos.

En cuanto a los medios sdlidos, existen ejemplos de patentes que han utilizando
diversos sustratos de multiplicaciéon son los casos de: US4945059, JP7123979,
JP4187081, DE10161443, DE10221762. Estos inoculantes tienen los inconvenientes
que por lo general se manejan volimenes grandes de sustrato, la capacidad
germinativa de las esporas esta afectada por largos periodos de dormancia, la
concentracion de propagulos en este producto es natural, o sea no se puede
concentrar con la magnitud deseada.

En el caso de los inoculantes semisoélidos , se han publicado las siguientes patentes:
EP0726305, EP0596217, EP0072213, US5120344, EP0495108, EP0475433,
US5436218, US3437625, US3557562, EP0023347, US2856380, US3857991,
GB2381264. Estos productos se basan en la utilizacion de sustratos como geles,
copolimeros, arcillas, en medios floculantes. Al igual que el caso anterior, se manejan
volimenes importantes en la aplicacion agricola y tampoco logran superar los periodos

de dormancia en las esporas de los hongos micorrizicos.

" Los inoculantes liquidos reportados en la informacion de patentes, estan basicamente

relacionados con las ectomicorrizas (CN1420167, US2004208852) y solo hemos
encontrado un medio liquido reportado por los japoneses (JP4141023), basado en el

uso de un estabilizante (acido citrico o su forma de sal) para proteger esporas.

En general los productos micorrizégenos conocidos no tienen una germinacion de
esporas uniforme, no se ha podido aun superar los mecanismos de dormancia de
estas especies flngicas, pues los sustratos en que estadn presentados estos
inoculantes no le confieren a los propagulos situaciones estresantes que aceleren los
procesos de germinacion de las esporas una vez inoculadas las mismas en

condiciones de campo

Por ofra parte, los inoculantes micorrizicos fabricados hasta el momento tienen un
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limite natural de propagulos micorrizicos, no han sido reportados y ello se debe a que
el procedimiento de obtencion no conlleva la concentracion de mayor cantidad de
propagulos especificos. El producto micorrizégeno conocido con mayor concentracion
en la actualidad tiene una relacién de esporas: micelio de 50 esporas.g.'1 sustrato: 65
mg. micelio™ sustrato. (Fernandez, F. Capitulo 3. Bases Cientifico Técnicas para el
manejo de los sistemas micorrizados eficientemente. En: Rivera, Fernandez, eds.
INCA, La Habana. 2003.)

La glicoproteina especifica de estos hongos, llamada Glomalina, que acelera los
procesos de formacion de micro agregados estables en el suelo, mejorando asi su
estructura fisica, incrementando los niveles de oxigeno, y facilitando una mejor
colonizacién del organismo. Como la Glomalina s6lo se excreta de manera natural
durante el funcionamiento de la simbiosis, o bajo la accion de un determinado medio
de excrecion, la misma no aparece excretada al soporte sélido en los inoculantes
micorrizégenos conocidos, y los niveles en que se le encuentra en el suelo dependen
del estado de la simbiosis con el organismo, y no pueden elevarse mas alla de lo que

dicha simbiosis permite.

Descripcion detallada de la invencion..

El objetivo principal de esta invencién, consiste en la obtencién de un producto liquido
que propicie un masivo manejo de los hongos micorrizégenos, con mayor calidad y
eficiencia, para que pueda ser empleado directamente en sistemas de riego localizado,
en dosis adecuadas y rentables.

Para la obtencion de dicho inoculante se desarrollaron los siguientes pasos:

1. Siembra de plantas hospederas Braquiaria decumbens, Sorghum vulgare u

otra especie micotrofa obligatoria y estas se desarrollan sobre un sustrato de
reproduccion: suelo, arcillas caolinitica o motmorillonitica, perlita, zepeolita,
vermiculita y materia organica (aplicada de acuerdo a las necesidades de la

simbiosis).

2. Estas plantas se inoculan directamente colocando por debajo de las semillas, 10
gramos de cepa pura de hongos micorrizégenos, para su produccion se han
utilizado las siguientes especies de forma individual: Glomus fasciculatum,
Glomus clarum, Glomus spurcum, Glomus mosseae, Glomus intrarradices,

Gigaspora margarita, y otras especies de Glomales y Diversisporales, pero
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pueden ser empleadas otras especies de hongos micorrizicos.

. Al término del ciclo de vida de la planta, se elimina la parte aérea, y se obtiene

un sustrato solido consistente en una mezcla de propagulos micorrizicos
(raicillas colonizadas, micelio fungico y esporas de resistencia) y el soporte
inicial.

Posteriormente se extraen los propagulos micorrizicos por el método de
decantado himedo y tamizado a través de diversos tamices que van desde un
rancio de 400 hasta 40 um, de acuerdo a la especie de hongo micorrizico en
cuestion, la fraccién sélida que se recoge en el tamiz mas fino, se centrifuga y

luego se decanta la fraccion liquida con los propagulos fungicos.

Cuando se han separado todos los componentes micorrizicos, estos son
desinfectados superficialmente con una solucién de Cloramina T (2%) durante 5
minutos, se lavan tres veces con agua destilada estéril y se colocan en Sulfato
de Estreptomicina durante 24 horas, una vez culminado se envasan en una
mezcla acuosa a base de Sorbitol (entre 5y 10 %), Manitol (2 %), Tween 40, (5
%), Tween 80 (2 %) , Polietilenglicol 4000 pudiéndose aplicar entre un rango de
100 y 500 mg.I.'1 y agar desde el 0.8 al 0.1 %. En este caso, el producto se
puede fabricar hasta los limites fisicos permisibles de unidad de propagulos. mf’

' de medio de cultivo.

La solucién acuosa con los propagulos quedaria compuesta por los siguientes

elementos:

a) Componentes activos:
- Propagulos micorrizicos: Esporas de resistencia, micelio

extramatrico arbuscular, Glomalina y raicillas menores de 40 um,

colonizadas con el hongo en cuestion.
b) Otros Componentes:
Sorbitol, en un rango entre el 5y 10 %,
Manitol, en un rango entre el 2 y el 5 %,
Tween 40, en unrango entre el 5y el 7 %,

Tween 80 enunrango enireel2yel 7 %,
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« Polietilenglicol se aplica entre un rango de 100 y 500 mg.l.'1

e Agar, enunrango entre 0.8y 0.1 %,

Una vez concluidos estos procedimientos, queda listo un producto para ser aplicado en
campo o0 en los sistema de riego localizado, garantizando que los propagulos
micorrizicos, y en especial las esporas, queden protegidas de los efectos de la presion
osmotica superficial y que una vez aplicadas en agua, estas son capaces de romper
los mecanismos de dormancia de las esporas y alcancen una fuerte capacidad

colonizadora, desarrollando una respuesta positiva en los cultivos.

La invencion propuesta consiste en un inoculante que por su forma de fabricacion,
puede ser altamente infectivo, debido a que se pueden alcanzar concentraciones muy
elevadas, sin mas limitaciones que los limites fisicos que permiten esta disolucion
acuosa, o las conveniencias para su aplicacién, pudiendo lograrse concentraciones del

orden de 1 o 2 millones de esporas I y de 1y 2 gramos de micelio L

Ademas, por el hecho de encontrarse los propagulos micorrizicos en un medio acuoso,
se estimula la secrecion de la Glomalina, que se encuentra presente en altas
concentraciones en la composicion de este inoculante, confiriéndole caracteristicas
especiales, acelerando asi, con su aplicacion directa, los procesos de formacion de
microagregados estables en el suelo, mejorando inmediatamente la estructura fisica
del mismo, e incrementando los niveles de oxigeno, lo cual facilita una mejor
colonizacién de este microorganismo, garantizando un desarrollo mucho mas eficiente

de la simbiosis micorrizica.

Este inoculante que se propone en la presente invencion promueve la aplicacion
directa del producto en campo, disminuyendo su volumen, al aumentar su
concentracion, facilitando de esta forma su manejo y transporte, y eliminando labores

de trabajo.

Esta montado en un soporte liquido concentrado, con una viabilidad de 8 meses, que
puede ser totalmente aplicado a través de los sistemas de fertiriego, lograndose una
distribucién homogénea, comprobada por experimentos a distintas escalas. Este hecho
ha garantizado una exitosa inoculacién en todas las plantas bajo el sistema de riego, lo
cual se traduce en un incremento significativo en los rendimientos (ver informe

técnico).
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Feldmann, F and Idczak, E. Inoculum production of Vesicular —arbuscular
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Habana. 2003.
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Sieverding, E. Vesicular Arbuscular Mycorrhiza in Tropical Agrosystem.
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federal Republic of Germany.1991. 371 p
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REIVINDICACIONES
INOCULANTE MICORRIZOGENO LiQUIDO

1. Inoculante micorrizégeno liquido caracterizado por la siguiente composicion:

a.

f.

g.

Propagulos micorrizicos compuestos por esporas de resistencia, micelio
extramatrico arbuscular, Glomalina y raicillas menores de 40 um,

colonizadas con el hongo en cuestion.

Sorbitol en un rango entre el 5y 10 %.

Manitol en un rango entre el 2 y el 5 %.

Tween 40 en un rango entre el 5y el 7 %.

Tween 80 en unrango entreel 2y el 7 %.

Polietilenglicol se aplica entre un rango de 100 y 500 mg.l.™" .

Agar al 0.1 %,

2. Inoculante micorrizégeno liquido, de acuerdo con la reivindicacion No. 1, que

puede ser aplicado en agua a través de los sistemas de riego y, fertirriego.

3. Inoculante micorrizégeno liquido, de acuerdo con la reivindicacion No. 1, que

permite un nivel de concentracion del orden de 1 o 2 millones de esporas .I”?

y de 1y 2 gramos de micelio .L™.

4. El Polietilenglicol de acuerdo con la reivindicacion No 1, puede utilizarse de

diversos pesos moleculares, entre un rango de 4000 y 10000 con una

concentracion en disolucion segun el peso molecular en un rango entre 100 y
500 mg.1.™".
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