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RESUMEN

La adicion de etanol a la gasolina busca disminuir contaminacion ambiental; sin embargo, la
produccién de etanol genera vinaza, material contaminante en cuerpos de agua. Por su alta
concentracion de K y potencialidades como fertilizante, los ingenios azucareros del Valle del
Cauca adelantan investigaciones en vinaza, dirigidas a evaluar efectos sobre productividad y
sobre propiedades quimicas y fisicas del suelo. Son escasas las publicaciones sobre su
influencia en propiedades biolégicas como hongos formadores de micorriza arbuscular (HMA)
y materia orgénica (MO), componentes sensibles a cambios y estrechamente asociados con
nutricion de las plantas y con condiciones fisicas del suelo como la estabilidad de agregados.
Con el fin de conocer si dichas propiedades se afectan por vinazas, se sembré maiz blanco
(Zea Mayz SV1127), en un Pachic Haplustolls del Valle de Cauca deficiente en K. En
invernadero y bajo un disefio completamente al azar, se establecieron cinco tratamientos: un
testigo absoluto y cuatro correspondientes a aplicaciones de vinaza:KCI, en proporciones de
100:0, 75:25, 50:50 y 0:100. A los 36 y 70 dias después de la siembra, se estimaron las
variables longitud de micelio externo (LME) — Miller and Jastrow (1992); Tennant (1975),
micelio externo vivo y activo (MEV) — Hamel et al., 1990, glomalina facilmente extractable
(GFE) y glomalina total (GT) — Wright and Upadhyaya (1998); Bradford (1976), fracciones
liviana (LL), mediana (LM) y pesada (LH) de materia organica — Meijboom et al., 1995;
Barrios et al., 1996 y estabilidad de agregados (EA) — método de Tulin, modificado por
Yoder. Con excepcion de GFE y LM, las demas las variables respondieron significativamente
a los tratamientos. Los resultados mostraron que la expresion de las variables LME, GT, LL y
EA se favorecid por la aplicacion de vinaza en sus diferentes dosis, obedeciendo posiblemente
al contenido de compuestos organicos y electrolitos de la vinaza. Las correlaciones altamente
significativas entre las fracciones de MO y MEV y entre LME y agregacion del suelo
corroboran la estrecha relacion entre propiedades fisicas, quimicas y biologicas que deben ser

consideradas en trabajos de campo.



1. INTRODUCCION

El mundo encara consumos energéticos que aumentan a ritmos acelerados e influyen en la
generacion de gases con efecto invernadero (GEls), el cambio climético global (IPCC, 2007) y

en los recursos naturales, su uso y manejo.

Segln Asocafa (2005) y Quintero et al., 2006, una de las alternativas para contribuir en la
disminucion de emisiones de GEls es la adicion de alcohol carburante a la gasolina, alternativa
que Colombia adopté mediante la expedicion de la Ley 693 del 2001. El Valle del Cauca
donde se encuentran la mayoria de ingenios azucareros del pais, fue el departamento pionero
en esta tecnologia que hoy se extiende a varias regiones (Gnecco, 2004; Mancheno, 2006;
Higuera et al., 2007).

La produccién de alcohol carburante requiere del uso de biomasa vegetal y genera un
subproducto denominado vinaza, de composicion variable segun provenga de melaza de cafa,
jugo o la mezcla de ambos. En términos generales es rica en nitrégeno, potasio, calcio, azufre
y pobre en fosforo (Korndorfer et al., 2004; Quintero et al., 2006). Al afio 2008, los ingenios
lograron concentraciones de la vinaza entre valores de 15 a 20 % de sélidos totales (s.t.),
generando de uno a dos litros de eésta por cada litro de alcohol producido (Ingenio

Providencia).

La vinaza tiene un contenido elevado de componentes organicos, el valor de DBOs (Demanda
Bioquimica de Oxigeno) para un contenido de s.t. del 10% m/m, puede ser de 41200 ppm,
cifra que aumenta con la concentracion de s.t., de manera que se constituye en material
altamente contaminante si se dispone directamente a un cuerpo de agua (Korndoérfer et al.,
2004; Garcia y Rojas, 2006).



Debido a las altas cantidades de este subproducto generadas en el pais, se han buscado
opciones para su disposicion final. En el Valle del Cauca, una de las mas usadas ha sido su
adicion al suelo como fuente de potasio en cultivos de cafia de azlcar (Gnecco, 2004;
Mancheno, 2006; Higuera et al., 2007). Aqui los ingenios azucareros han iniciado trabajos de
investigacion en vinazas dirigidos a proveer bases cientificas a su uso como fertilizante, como
mejoradoras de las condiciones quimicas del suelo y como activadoras de la descomposicion

de residuos de cosechas (Garcia y Rojas, 2006).

En Colombia son escasas las publicaciones acerca de efectos de la vinaza sobre algunas
propiedades bioldgicas y fisicas de los suelos, tales como hongos formadores de micorriza
arbuscular (HMA) y moléculas que producen tales como la glomalina, el fraccionamiento
fisico de la materia organica y la estabilidad de los agregados del suelo, componentes
sensibles a cambios y estrechamente asociados con el desarrollo de las plantas y sostenibilidad

de los agroecosistemas.

Los materiales organicos que llegan al suelo se fraccionan mediante procesos fisicos, quimicos
y bioquimicos liberando los nutrientes almacenados en ellos, los cuales quedan a
disponibilidad de las plantas, de los organismos del suelo y de los HMA (Labrador, 2001;
Essington, 2004; Abiven et al., 2007), siendo estos ultimos quienes hacen mas eficiente el
transporte de nutrientes al sistema radical micorrizado, especialmente en el caso de aquellos de
acceso limitado como P, Cu, Zn'y amonio (Ferrol et al., 2002; Johnson et al., 2007).

En este proceso de degradacion de la materia organica (MO) se modifican las propiedades
fisicas, quimicas y biologicas del suelo. Asi, la agregacion y su influencia sobre el movimiento
de agua, aire, gases en general y de los mismos nutrientes, se ve afectada por los HMA y éstos
a su vez por el fraccionamiento de la MO, en una red de interacciones que se presentan en el
suelo y que se manifiestan en productividad, sanidad y sostenibilidad de los agroecosistemas
(Capra, 2003; Sanchez de P. et al, 2007). De alli la importancia del estudio de insumos como

la vinaza y sus posibles efectos sobre estas variables y sus interacciones.



Precisamente dentro de este enfoque sistémico, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de la aplicacion de diferentes dosis de vinaza sobre HMA, el fraccionamiento fisico de
materia organica, la estabilidad de agregados y sus interrelaciones en un Molisol del Valle del

Cauca.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de diferentes dosis de vinaza sobre HMA, el fraccionamiento
fisico de materia organica, la estabilidad de agregados y sus interrelaciones en un Pachic
Haplustolls del Valle del Cauca.

2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la longitud del micelio externo (LME) y el porcentaje de micelio vivo y activo
de HMA (MEV) bajo la aplicacion de tres dosis de vinaza.

e Evaluar la produccién de glomalina de HMA, en términos de glomalina total (GT) y
glomalina facilmente extractable (GFE) bajo la aplicacion de tres dosis de vinaza.

e Evaluar las fracciones fisicas de materia organica, liviana (LL), mediana (LM) y
pesada (LH) bajo la aplicacién de tres dosis de vinaza.

e Evaluar la estabilidad de agregados del suelo (EA) bajo la aplicacion de tres dosis de
vinaza.

e Evaluar las posibles correlaciones entre las variables anteriormente estimadas bajo la

aplicacion de tres dosis de vinaza.



3.  MARCO DE REFERENCIA

3.1 Vinazas

La vinaza es subproducto de la fermentacion de azlcares presentes en la biomasa vegetal,
durante el proceso de obtencion del alcohol. Se ha caracterizado como “suspension de color
marron, olor desagradable, acida (pH de 3.5 - 4.5) y con propiedades corrosivas debido a la
presencia de &cido sulfurico libre (utilizado en la fermentacion)” (Korndorfer et al., 2004). En
promedio la vinaza contiene 93% de agua, el 75% de los sélidos son orgénicos, y dentro de los

inorganicos, el 64% corresponde a potasio (Ocampo, 2004).

Ocampo (2004) y Quintero et al., 2006, indican que la composicion de la vinaza es variable,
segun provenga de melaza, jugo o la mezcla de ambos, del tipo y eficiencia de la fermentacion

y destilacién y de las variedades y maduracion de la cafa.

A pesar de lo anterior pueden mencionarse algunos de los constituyentes generalmente
encontrados en la vinaza (Beron, 2006; Garcia y Rojas, 2006): (a) sustancias inorgéanicas
solubles en las cuales predominan los iones de K*, Ca* y SO4>, (b) células muertas de
levadura, (c) sustancias organicas resultantes de los procesos metabdlicos de levaduras y
microorganismos, (d) alcohol y azucar residual, (e) sustancias orgéanicas insolubles y (f)

sustancias organicas volatiles.

Garcia y Rojas (2006) reportan la composicion elemental de vinazas del 55% y 10% de
solidos totales (s.t.) (Tabla 1). Resaltan que K y S se encuentran en cantidades altas, mientras
que los demas nutrientes se encuentran en cantidades bajas, lo que implica bajo poder
fertilizante y la necesidad de aplicar cantidades elevadas de vinaza para suplir los

requerimientos de los cultivos.



Tabla 1. Composicion elemental de la vinaza del 55% y 10% de s.t.

Caracteristica Vinaza55% s.t. Vinaza 10% s.t.

N (Kg/m®) 4.30 0.88

P (Kg/m®) 0.22 0.07

K (Kg/m®) 34.03 6.53

Ca (Kg/m®) 5.00 1.47
Mg (Kg/m?®) 5.40 1.08
S (Kg/m®) 11.55 1.28

pH 43-45 3.9

CE (ds/m) 17 11.0

Adaptado de Garcia y Rojas (2006).

De acuerdo con Morales (2004) la disposicion de la vinaza ha sido uno de los grandes retos de
la industria alcoquimica. Durante los Gltimos afios se han evaluado y desarrollado aplicaciones
de fertirrigacion, produccion de compost, recuperacion de suelos, vinaza para alimentacion
animal, biodegradacién mediante procesos de fermentacion anaerobia y aerobia y como medio

de cultivo para la produccion de proteina unicelular.

Quintero et al., 2006, sostiene que muchas de las investigaciones se han enfocado en la
caracterizacion de este subproducto, su efecto sobre propiedades quimicas del suelo y su
posible uso como fertilizante, pocas investigaciones se han centrado en los efectos de ésta

sobre las propiedades bioldgicas del suelo.

Garcia y Rojas (2006) mencionan que en el suelo la vinaza puede tener efectos positivos al
incrementar el contenido de potasio y la actividad microbioldgica y en algunos casos recuperar
suelos sddicos, entre otros beneficios; mientras que en el agua, la vinaza se convierte en un
contaminante. Ocampo (2004) sostiene que la materia organica de la vinaza se descompone
con relativa facilidad, motivo por el cual si ésta se descarga en corrientes de agua el contenido
de oxigeno disuelto disminuye radicalmente, ya que se consume en el proceso de oxidacion de

la materia organica.



3.1.1 Algunas investigaciones sobre Vinazas aplicadas al suelo

3.1.1.1 Estudios fuera de Colombia

Rodriguez et al., 1999, en Costa Rica, evaluaron dosis crecientes de vinaza en columnas de
suelo pertenecientes a dos érdenes: Dystric haplustands y Ustic humitropept. Transcurridos
105 dias después de la aplicacion de la vinaza, encontraron que en Dystric haplustands, las
mayores dosis de vinaza utilizadas 300, 400 y 500 m®ha, ocasionaron aumentos en los
contenidos de las diferentes variables quimicas examinadas (pH, P, K, Ca, Mg, S, Mn, materia
organica, bicarbonatos, bases totales, cloruros, conductividad eléctrica y la CIC). Los
contenidos de las variables quimicas analizadas en ambos suelos, muestran su mayor
concentracion en los primeros 60 cm de profundidad, siendo mayor de 0 a 20 cm. Los autores
también destacan que las mayores dosis empleadas presentaron una relacion directa con el

desarrollo de microorganismos como hongos y bacterias.

En Brasil, Tenorio et al., 2000, seleccionaron dos tipos de suelos dedicados al cultivo de la
cafia de azucar los cuales fueron enmendados con dosis de vinaza de 30, 60 y 90 m®ha, sin
compostaje previo. Los suelos fueron incubados en condiciones de laboratorio segun el
método de Gucker durante 39 dias. Con la dosis de 90 m®ha se dio la menor actividad
bioldgica, muy proxima a la del testigo; pero en ninguno de los casos observaron inhibicion de

la actividad bioldgica en términos de mineralizacion de la materia organica.

Zuiiiga et al., 2000, estudiaron los cambios quimicos en un Acrisol y un Fluvisol en México,
por la aplicacién de vinaza cruda (VC), vinaza tratada aerobicamente (VA) y vinaza tratada
anaerobia-aerobiamente (VAA). En condiciones de invernadero realizaron evaluaciones

durante un mes, luego de aplicar 100 ml de vinaza por maceta.

El tratamiento aplicado a la vinaza gener6 efectos distintos en las propiedades quimicas del los

suelos estudiados. En el Acrisol la aplicacion de la VC generé aumentos adecuados en el valor



de pH, Fe y P; pero constituy6 un riesgo de salinizacion y de contaminacion por Zn'y Mn. En
el Fluvisol la VVC provoco riesgos de salinizacion y aumentos del Mn y del P. La VA'y VAA

no mostraron riesgos de salinizacion en los suelos estudiados (Zufiiga et al., 2000).

En Espafia, Madejon et al., 2001, investigaron el efecto de la aplicacion de vinaza compostada
sobre algunas propiedades quimicas de un Cambisol y sobre el rendimiento de los cultivos de
maiz (Zea mays L.), remolacha (Beta vulgaris L.) y girasol (Helianthus annuus L.), luego de
dos afios de aplicacion. Al final del periodo experimental, encontraron que el porcentaje de
carbono oxidable y el contenido de &cidos himicos se incrementaron considerablemente en los
tratamientos con aplicacion de vinaza compostada al compararlos con el control. También
hallaron un ligero aumento de la salinidad del suelo; pero ésta no presentd niveles peligrosos.
Concluyen que la vinaza compostada puede ser una alternativa para su disposicion final en los

cultivos.

En Espafia, Tejada et al., 2007, evaluaron los efectos de la aplicacion anual al suelo de vinaza
fresca y compostada, en cantidades de 5.0, 7.5 y 10.0 t/ha (expresadas como contenidos de
materia organica), durante un periodo de cuatro afios. Encontraron que la aplicacion de vinaza
fresca tuvo un efecto detrimental sobre la estabilidad estructural, la densidad aparente del
suelo y las propiedades biolégicas como biomasa, respiracién y actividad enzimatica
microbial, mientras que los tratamientos con aplicacién de vinaza compostada tuvieron un

efecto positivo sobre las mismas variables.

3.1.1.2 Estudios en Colombia

En el afio 2003 CENICANA inicié investigaciones en los ingenios Manuelita y Riopaila, con
el fin de establecer el efecto de aplicaciones sucesivas de vinaza (realizadas alli durante 20
afios), sobre la produccién de cafia de azucar, contenidos de sacarosa y propiedades quimicas
del suelo (Quintero, 2004).



Las cantidades de vinaza aplicadas por corte de cafia, en el Ingenio Manuelita fueron
aproximadamente de 425 m®ha y en el Ingenio Riopaila, 390 m*/ha aproximadamente. En la
Tabla 2 se observa el efecto de la aplicacion sucesiva de vinaza, al 10% de s.t., sobre algunas

propiedades quimicas de los suelos estudiados (Quintero, 2004).

Tabla 2. Efecto de la aplicacion sucesiva de vinaza, al 10% de s.t., sobre algunas propiedades

quimicas de suelos de los ingenios Manuelita y Riopaila.

) Profundidad 0-20 cm Profundidad 20-40 cm
Propiedad Sin vinaza Con vinaza Sin vinaza Con vinaza

pH 6.63 6.68 6.80 6.83
MO (%) 3.19 3.35 2.61 2.68

P (ppm) 28.30 50.40 23.72 28.60
Ca (cmol/Kg) 17.35 16.59 16.02 17.51
Mg (cmol/Kg) 8.98 9.23 8.46 9.80
K (cmol/Kg) 0.40 0.70 0.37 0.49
Na (cmol/Kg) 0.21 0.34 0.23 0.39
C.E (ds/m) 0.39 0.44 0.23 0.41
(Ca+Mg)/K 66.0 37.0 66.0 67.0

Quintero (2004) sefiala que los mayores efectos se detectaron en los primeros 20 cm de
profundidad, donde la vinaza ocasion6 un ligero aumento en la cantidad de materia organica
(MO), Mg y Na intercambiables y en la conductividad eléctrica, y se incrementaron
notoriamente los contenidos de P disponible y de K intercambiable en ambas profundidades.
Los incrementos en el K generaron una disminucion de la relacion (Ca+Mg)/K
intercambiables en los primeros 20 cm de profundidad, lo cual indica mejor balance de los
cationes intercambiables y mayor facilidad en la absorcion del K por parte del cultivo.

En Popayan, Lotero (2006) evalu6 el efecto de la aplicacién de vinaza al 60% de s.t.,
bovinaza y fertilizante quimico convencional, solos o en diferentes proporciones, sobre

algunas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de un Andisol, y su relacion con el



establecimiento y produccion inicial de forraje de Maralfalfa Pennisetum sp, en condiciones
de campo. Las aplicaciones de vinaza oscilaron entre 87 y 173 Kg/ha.

Luego de 60 dias de investigacion la autora encontrd que los tratamientos afectaron de
diferentes formas las poblaciones de microorganismos y resalta que los tratamientos con
aplicacion de 100% vinaza y de 100% bovinaza promovieron la actividad microbiana, con
mayor efecto de la vinaza que de la bovinaza. Tambien concluye que las propiedades fisicas y
quimicas no se vieron afectadas por los tratamientos aplicados. En cuanto al rendimiento del
pasto Maralfalfa, el mayor se obtuvo con la mezcla bovinaza y fertilizante quimico en
proporcion 3:1.

En un cultivo de maiz dulce (Zea mays L.) bajo condiciones de invernadero, Narvaez (2008)
investigo el efecto de la aplicacion de dos fuentes de potasio sobre la actividad de los enzimas
fosfatasas y deshidrogenasas, en dos suelos del Valle de Cauca (Inceptisol y Molisol). Los
tratamientos usados fueron: aplicacion 100% de cloruro de potasio (KCI), 100% de vinaza

(25% de s.t.) y mezcla de los dos, en relaciones 50:50 y 25:75.

Luego de 76 dias de estudio, Narvaez (2008), concluye que la aplicacion de diferentes fuentes
de potasio, a partir de KCI, vinaza y la combinacion de ambos, afectd las condiciones
fisicoguimicas y biologicas de los suelos. La actividad de los enzimas fosfatasas alcalinas,
fosfatasas &cidas y deshidrogenasas variaron dependiendo de las condiciones de suelo, edad de
las plantas y en algunos casos de la fuente utilizada. La autora destaca que la aplicacion de
vinazas disminuyo la actividad de las fosfatasas en comparacion con los demas tratamientos,
opuesto a reportes que indican que la incorporacion de estas enmiendas organicas puede

estimular la actividad enzimatica.
En el mismo ensayo, Montenegro (2008) evalué el efecto de la aplicacidn de vinazas sobre la

presencia, actividad y biomasa microbiana. Sus resultados muestran que la vinaza afectd

significativamente tales variables, segun el tipo de suelo y la época de muestreo, donde el
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aporte de nutrientes de la vinaza para las diferentes comunidades microbianas influyd

considerablemente.

Montenegro (2008) destaca una tendencia a la disminucion de bacterias a través del tiempo de
estudio (76 dias), en los suelos sin aplicacion vinaza y con 50% de la misma, ademas de una
disminucion de hongos con aplicacion de vinaza en cantidades del 50% y 75%.

En la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira, Rojas et al., 2008, evaluaron los
cambios en la conductividad hidraulica saturada (Ks) con vinaza de 3 °Brix, de 5.3 °Brix y de
6.1 °Brix, en un suelo del Valle del Cauca (Ustipsamment tipico arenoso isohipertérmico).
Concluyen que la tendencia fue a la disminucion de la Ks con el aumento de la concentracién
de vinaza, lo que les permiti6 inferir que “la vinaza, al poseer alta carga organica, interactla
con la fraccion mineral del suelo y puede ser en parte responsable del retardo del movimiento

del fluido en la matriz del suelo al producirse un posible fenémeno de adsorcion”.

3.2 Hongos formadores de micorriza arbuscular (HMA)

La micorriza arbuscular se encuentra en las raices de aproximadamente el 80% de todas las
especies vegetales terrestres que se han examinado, por lo que se considera una simbiosis casi
universal; pero no especifica (Madigan et al., 2004). La planta hospedera cede al HMA
fuentes de carbono y un lugar donde sus estructuras internas estén protegidas contra
patdgenos, a cambio el hongo provee a la planta con nutrientes que ha absorbido del suelo
(Douds et al., 2007; Sanchez de P. et al., 2007).

Los HMA son biotrofos obligados, los cuales forman estructuras dentro y fuera de la planta
hospedera. Las fuentes de inoculo de HMA pueden ser esporas, trozos de micelio (hifas) y
raices micorrizadas. Cuando las esporas de HMA germinan dan origen a las hifas, las cuales se
ramifican hasta alcanzar la superficie radical donde forman un apresorio que facilita su
penetracién en la epidermis para crecer luego en el tejido cortical. Una vez en el cortex, las

hifas intraradicales penetran las células y forman los arbusculos, estructuras muy ramificadas
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donde ocurre el mayor intercambio de nutrientes (Figura 1). Cuando el HMA tiene su fuente
de carbohidratos asegurada, las hifas extraradicales o micelio externo (ME) pueden proliferar
en el suelo, el cual es el encargado de la captacion de solutos del suelo y su traslado a la raiz,
al igual que en el caso de las ectomicorrizas (Douds et al., 2007; Sanchez de P. et al., 2007,
Brundrett, 2008;).
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Figura 1. Estructuras del HMA al colonizar la raiz de una planta.
Fuente: Brundrett (2008).
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De acuerdo con Miller et al., 1995 y Johnson et al., 2007, a niveles altos de nitrégeno (N) y
fésforo (P) disponibles en el suelo, la biomasa micorrizal se reduce debido a que las plantas
asignan una menor cantidad de fotosintatos al hongo y mas a su parte aérea pues no sufren por
deficiencia de tales nutrientes. Aunque Miller et al., 1995, aclara que niveles altos de
fertilizacion fosforada no necesariamente reducen las micorrizas a niveles traza y que los
resultados pueden variar segun el tipo de suelo, el patrén temporal de colonizacion, la
absorcion de P con relacion a los requerimientos del cultivo y la concentracion de P en la

planta mas que en el suelo.

Factores como salinidad, aridez, inundaciones y préacticas de manejo como la labranza,
también pueden afectar la simbiosis entre los HMA y las raices de las plantas. La mayoria de

estudios sobre micorrizas en suelos disturbados, han reportado niveles bajos de propagulos
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(Sanchez de P. et al., 2007; Brundrett, 2008). De acuerdo con Miller et al., 1995, la
degradacion del suelo ocasiona perdida de la estructura del mismo, de manera que la
integridad del ME se destruye al romper la macroestructura, lo que a su vez reduce la

capacidad de colonizacion del hongo.

Aunque los conocimientos mas avanzados sobre MA se han centrado en la importancia que
reviste esta simbiosis en la absorcion de P, diversos investigadores registran estudios bajo
condiciones ambientales diferentes, los cuales confirman el movimiento de nutrientes como
Cu, Zn y amonio, via MA (Ferrol et al., 2002; Sdnchez de P. y Velasquez, 2008).

En términos generales, los HMA generan condiciones favorables para el ecosistema tales
como proteccion de las plantas contra patdgenos, son fuente de alimento para invertebrados
del suelo, influyen en las poblaciones microbianas, contribuyen con el almacenamiento de
carbono, mejoran la estructura del suelo y la capacidad de absorcién de agua y nutrientes de
las plantas (Rillig and Mummey, 2006; Douds et al., 2007; Sanchez de P. et al., 2007,
Brundrett, 2008).

Lo anterior puede proporcionarnos una idea para explicar porque los HMA son considerados
como estrategia adaptativa fundamental para los ecosistemas, donde el ME cumple funciones
claves (Sanchez de P. y Velasquez, 2008).

3.2.1 El micelio externo (ME) de los HMA

Las hifas en el suelo o micelio externo (Figura 2), es el responsable de la propagacion de la
simbiosis y la formacion de esporas, este conforma una estructura filamentosa y ramificada
que le permite a la planta hospedera aumentar el volumen de suelo a explorar y por tanto,
absorber agua y nutrientes que de otra forma no serian disponibles para la planta (Miller and
Jastrow, 2000; Brundrett, 2008).

13



El micelio se origina como parte del proceso de colonizacion con la germinacion de las
esporas, las cuales tienen una capacidad limitada para crecer, y mueren dentro de una semana

0 mMenos si no encuentran una raiz para colonizar (Brundrett, 2008).

Figura 2. Micelio externo (ME) en raiz (R) de maiz. Se observa ademas, la presencia de

abundantes pelos radicales (Pr).
Fuente: Mondragon, Ceballos y Sanchez de P., 2005

El ME posee hifas gruesas de mas de 27 u de diametro, principalmente se caracterizan porque
sirven de soporte y base temporal al tejido micelial en el suelo, aunque también pueden
absorber nutrientes, se les denomina hifas “runner”, éstas a su vez dan origen a hifas delgadas,
2 a 7 p de diametro, que se dividen dicotomicamente y se extienden en el suelo, cuya funcion
se centra en la absorcion de nutrientes para transportarlos a la planta hospedera, denominadas
hifas absorbentes (Sanchez de P. et al., 2007).

El ME por longitud, expansion y grosor puede explorar los poros mas finos del suelo y
extenderse mas alla de la zona de agotamiento formada alrededor de la raiz (Kabir et al., 1998;
Sanchez de P. et al., 2007), permitiendo que la planta absorba nutrientes que sus pelos

radicales o raices son incapaces de absorber. También permite que cuando el ME muere, los
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nutrientes que lo constituyen se reciclen como materia organica biodegradable (Sanchez de P.
y Velasquez, 2008).

En general se ha encontrado que la longitud del ME (m/g de suelo seco) varia con la condicion
de suelo, cuanto més pobre mas va a depender de la red micelial para tomar los nutrientes, las
practicas agrondémicas también influencian su presencia, al igual que la materia organica del
suelo, las plantas hospederas y las acompafiantes (Reyes, 2001; Zarate et al., 2006). Al
respecto, Sanchez de P. y Velasquez (2008), registran la longitud de ME hallada en algunas

investigaciones en suelos de Colombia.

Sylvia (1988) indica que para un mejor entendimiento del transporte de nutrientes a través del
ME, la evaluacion de su actividad micorrizal deberia ser un indicador dtil, pues dicho

transporte requiere de un sistema de hifas vivas.

Abdel-Fattah (2001) confirma que la identificacion de enzimas como la fosfatasa alcalina
(ALP) y la succinato deshidrogenasa (SDH), mediante tincion, resultaron Utiles para evaluar la
actividad micorrizal y su relacion con la efectividad en la nutricién y el crecimiento de plantas

de soya (Glycine max).

Ademas de la participacion del ME en la nutricién de las plantas otros autores resaltan su
influencia en la agregacion del suelo, lo que es significativo pues dicha propiedad media en la
fertilidad del suelo, su contenido de agua, la penetracion de las raices y su potencial de
resistencia frente a la erosion (Labrador, 2001; Rillig and Mummey, 2006; Johnson et al.,
2007).

La profusa ramificacion del ME y su organizacion en el suelo como telarafias lleva a que se
establezcan redes que atrapan las particulas primarias de suelo (arenas, limos, arcillas) y la
materia organica, para formar marafias con estos integrantes, dando origen a microagregados y
posteriormente a macroagregados, unidades que definen la estructura del suelo (Beare et al.,
1997; Tisdall and Oades, 1982).
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Rillig and Mummey (2006), destacan tres mecanismos de los HMA que podrian influir en la
agregacion del suelo: bioldgicos, biofisicos y bioquimicos. Los primeros se relacionan con la
influencia que tienen los HMA sobre otros microorganismos del suelo, en la medida en que los
productos generados por los HMA sirven como sustrato para las comunidades microbianas
que también actlan sobre la agregacion de particulas (Rillig and Mummey, 2006; Abiven et
al., 2007).

Los mecanismos biofisicos implican que las hifas, al igual que las raices de las plantas, actian
como marafas, que fisicamente unen particulas primarias del suelo, materiales organicos y
pequefios agregados facilitando la formacion de macroagregados (Beare et al., 1997; Miller
and Jastrow, 2000 y Rillig and Mummey, 2006).

Los mecanismos bioquimicos hacen referencia a compuestos que actlan como pegante, por
ejemplo mucilagos, polisacaridos y glicoproteinas (Beare et al., 1997; Miller and Jastrow,
2000 y Rillig and Mummey, 2006); los cuales pueden ser secretados al suelo o contenidos en
las paredes de las hifas (que finalmente seran descompuestas liberando sus contenidos)
(Tisdall and Oades, 1982).

Al parecer una glicoproteina denominada glomalina puede estar incluida en este altimo grupo,

tal como lo reportan Wright and Upadhyaya (1996) y Rillig et al., 2003, luego de hallar
correlaciones positivas entre ésta y la estabilidad de agregados.

3.3 Laglomalina

Wright et al., 1996, encontraron abundante material inmunoreactivo sobre la superficie de
hifas de nueve especies de HMASs, durante colonizacion activa de plantas de Zea mays L. y

Sorghum sudanense. El uso del anticuerpo monoclonal 32B11 y electroforesis (SDS-PAGE)
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permitieron detectar dicho material, posteriormente denominado como glomalina,

evidenciando el mismo patrén de bandas para las nueve especies de hongos.

Actualmente, la glomalina puede dividirse en dos compartimientos, glomalina facilmente
extractable (GFE) y glomalina total (GT), definidos operacionalmente segun el proceso de
extraccion con citrato de sodio y alta temperatura (121°C), donde la cuantificacion se realiza
posteriormente por el método de Bradford (1976) para proteinas (Wright and Upadhyaya,
1996).

Rillig and Steinberg (2002) sefialan que si bien la cuantificacion por Bradford no es especifica
para glomalina, deben considerarse dos hallazgos importantes: (1) el calor al cual es sometido
el extracto (121°C) elimina cualquier proteina no estable a dicha temperatura y (2) el extracto
con citrato de sodio no contiene cantidades significativas de otras proteinas tal como le
demostraron Rillig et al., 2001, mediante electroforesis (SDS-PAGE).

De acuerdo con Wright and Upadhyaya (1998), la glomalina solo es producida por HMA, la
cual esta conformada por oligosacaridos unidos al N, contiene Fe y posee algunas

caracteristicas de hydrofobinas (pequefias proteinas producidas por los hongos).

Hasta el momento son varias las hipétesis planteadas acerca de la funcion de la glomalina,
muchos investigadores establecen una correlacién positiva de ésta con la agregacion del suelo

y otros formulan hipétesis diferentes.

Wright and Upadhyaya (1996) especulan que las caracteristicas recalcitrantes e hidrofobicas
de la glomalina podrian conferirle un papel importante en la agregacion del suelo, dados los
resultados que obtuvieron: alta correlacion entre esta glicoproteina y la estabilidad de

agregados en suelos de diferentes localidades y con diferentes historias de uso.

En trabajos posteriores Wright and Upadhyaya (1998), plantean que la glomalina puede ser
producida para crear un ambiente favorable para el crecimiento de las plantas hospederas, ya

que los HMA al ser biotrofos obligados deben asegurar la sobrevivencia de sus hospederas.
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También sefialan que posiblemente la glomalina solo contribuya a la hidrofobicidad de las
particulas del suelo para permitir la penetracion del aire y del agua.

Driver et al., 2005, sugieren que la funcién de la glomalina puede estar mas asociada con la
vida del micelio que con su papel en el suelo, pues sus resultados mostraron que cerca del 80%
de la glomalina estaba contenida (y fuertemente adherida), en las hifas y esporas, comparada

con la glomalina liberada al medio.

Investigaciones genéticas realizadas por Rillig and Mummey (2006), develaron una homologia
entre la glomalina y las proteinas generadas por los hongos ante el estrés, insinuando que la
secrecion de la glomalina tiene un papel en la vida del hongo y que su participacion en la

agregacion del suelo es algo secundario.

3.4 Fraccionamiento fisico de la materia orgénica del suelo (MOS)

Diversos investigadores argumentan que el contenido de materia organica (MO) es indicador
importante de la calidad del suelo, intimamente ligado con el mejoramiento o disminucion de

su fertilidad y productividad (Brown et al., 1994).

La MO que en forma natural llega al suelo es predominantemente de origen vegetal (raices
vivas 0 muertas, fragmentos de troncos o ramas, tallos, hojas, frutos y semillas). Conserva
inicialmente su estructura, la cual se transforma rapidamente por la intervencion de los
organismos del suelo dependiendo de su composicion quimica y de la condiciones ambientales
del lugar (Labrador, 2001; Pansu and Gautheyrou, 2006).

Los métodos quimicos comunmente usados para estimar y caracterizar la MOS, pueden ser de
uso limitado para comprender y relacionar la dinamica de ésta con la disponibilidad de
nutrientes, debido a que tales metodologias no valoran la actividad bioldgica de las fracciones

de la MOS (Barrios et al., 1996; Gregorich et al., 2006). Por ello, es necesario recurrir a
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metodologias complementarias como el fraccionamiento fisico (Elliott and Cambardella,
1991; Christensen, 2001).

El fraccionamiento fisico de MO es un método que ha ido en aumento gracias a que permite
inferir sobre su ciclaje, el cual es un proceso bioldgico con tasas de descomposicién que
dependen de la naturaleza quimica del sustrato, de su asociacion con componentes minerales
del suelo y del arreglo espacial que conformen, lo que finalmente determina la
bioaccesibilidad, prerrequisito indispensable para la descomposicion de la MOS (Elliott and
Cambardella, 1991; Woomer et al., 1994, von Litzow et al., 2007).

Segun Barrios et al., 1996; Christensen, 2001 y von Litzow et al., 2007 la MOS puede
dividirse en compartimientos que poseen caracteristicas distintas, segin su interaccion con
compuestos inorgénicos del suelo. Sus observaciones indican que las particulas de tamafio
arena exhiben enlaces débiles con la MO, lo que facilita procesos de descomposicion, mientras
que las particulas de tamafio arcilla (por ejemplo sesquioxidos) exhiben una alta superficie
especifica y numerosos sitios reactivos donde la MO puede ser adsorbida fuertemente,
mediante intercambio de ligandos y establecimiento de puentes con cationes polivalentes, lo
cual dificulta la descomposicion.

Asi, asumiendo la adsorcion como un mecanismo de estabilizacion importante, la MOS dentro
de la fraccion de tamafio arena es asignada al compartimiento activo y la MOS en limos y
arcillas es asignada a las fracciones mediana y pesada (von Litzow et al., 2007). Esta forma
de estimar los contenidos de MOS puede realizarse mediante disrupcion de la estructura de
suelo, seguida por separacion de la MO en fracciones fisicas basadas en el tamafio, en la
densidad o ambas (Elliott and Cambardella, 1991).

Meijboom et al., 1995 propusieron un método de fraccionamiento por tamafio-densidad
usando una suspension de silica estable (Ludox). Este método permite obtener tres fracciones
de MO: la liviana (LL), la pesada (LH) y la mediana (LM). LL esta libre de minerales y es
conformada por residuos de plantas parcialmente descompuestos, tiene radio C:N alto y su
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ciclaje es relativamente rapido, LH por el contrario tiene un radio C:N estrecho, ciclaje lento y
una densidad especifica mayor que LL, debido a su intima asociacién con minerales del suelo,

LM posee caracteristicas intermedias.

De acuerdo con Woomer et al., 1994 la comparacion entre LL y LH muestra que la primera
presenta mayores contenidos de C y N y puede ser considerada parte del compartimiento de la
MOS biologicamente activa, lo que implica mayor disponibilidad de nutrientes para las
plantas, adicional a esto menciona que el fraccionamiento fisico de MO, permite obtener
indicadores bioldgicos sensibles a cambios por efecto del sistema de manejo de los

agroecosistemas.

3.5 Estabilidad de agregados (EA)

Las particulas primarias del suelo (arena, limo y arcilla) estan ensambladas entre si formando
unidades de mayor tamafio llamadas agregados, unidades estructurales o peds, el arreglo que
se produce con estos solidos se denomina estructura del suelo (Montenegro y Malagon, 1990;
Narro, 1994).

La formacion de agregados en el suelo depende principalmente de fuerzas de cohesion de
particulas finas como los coloides y de las fuerzas que generan la organizacion y la retencion
de particulas primarias. Dentro de estas fuerzas o factores se encuentran coloides organicos e
inorganicos, cationes intercambiables como calcio, magnesio y potasio, sesquidxidos de hierro

y aluminio, micro y macroorganismos, materia organica y raices (Narro, 1994).

Aunque la formacion de la estructura es un proceso fundamental en el suelo, su persistencia
frente a agentes perturbadores, es decir la estabilidad estructural, es indispensable para tener
un medio fisico edafico adecuado. La estabilidad estructural es la que define en gran medida,
la intensidad, el tipo de uso y manejo y es la que mas determina su resistencia al deterioro y a

la erosion (Jaramillo, 2002). Como factores que pueden perturbar la estructura del suelo, el
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autor destaca algunos: las gotas de lluvia, la mecanizacion, la presencia de ciertos cationes

como el sodio, las condiciones inadecuadas de humedad y el déficit de coloides en el suelo.

De acuerdo con Tisdall and Oades (1982), la estabilidad de agregados en muchos suelos
depende de materiales organicos, los cuales clasifica en tres categorias con base en su tasa de
descomposicion: (a) agentes transitorios como polisacaridos, (b) agentes temporales como
hifas y raices y () agentes persistentes como compuestos aromaticos resistentes asociados con

cationes metalicos polivalentes.

Para la caracterizacion de la estabilidad de agregados se han disefiado varios métodos,
orientados principalmente a medir la resistencia de los agregados frente a la accién del agua,
de ellos, el mas confiable es el que utiliza simuladores de lluvia, aunque por las dificultades de
manejo que tiene no ha sido estandarizado para trabajos de rutina. Para tener una medida
aproximada de dicha resistencia se utilizan métodos de tamizado en himedo de suelo como el

de Tulin modificado por Yoder (Gomez, 1999), el cual se usara en este ensayo.

4.  MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion

El ensayo se ubico en un lote experimental de la Universidad Nacional de Colombia en la
ciudad de Palmira, a 1000 m.s.n.m., 24°C de temperatura promedio, precipitacion promedio
anual de 800 a 1000 mm/afio y humedad relativa del 70% (Gobernacion del Valle del Cauca,
2008).
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4.2 Disefio experimental

4.2.1 Condiciones iniciales

Para cumplir con los objetivos propuestos se requeria que el ensayo se efectuara en un suelo
que presentara deficiencias de K, para lo cual se recurrié a un suelo clasificado como Pachic
Haplustolls ubicado en el Ingenio Providencia, el cual tenia un historial de 80 afios sembrado
en cafia de azUcar (Saccharum officinarum). En la Tabla 3 se incluyen algunas de las

caracteristicas quimicas y fisicas del suelo, antes de iniciar el experimento.

Tabla 3. Analisis quimico y fisico del suelo utilizado en el experimento.

Caracteristica Contenido
pH 6.23
MO (g/Kg) 47.84
P-Bray Il (ppm) 197.35
K (cmol/Kg) 0.27
Ca (cmol/Kg) 17.34
Mg (cmol/Kg) 5.88
Na (cmol/Kg) 0.07
CIC (cmol/Kg) 24.25
S (ppm) 55.56
B (ppm) 1.41
Fe (ppm) 7.19
Mn (ppm) 47.85
Cu (ppm) 1.42
Zn (ppm) 3.55
Da (g/cm®) 1.15
Textura Franco limoso
Laboratorio de servicios analiticos del CIAT y laboratorio de fisica de suelos de la U. Nal. de Colombia, Palmira
(Mayo de 2008).
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Puede observarse que el pH de este suelo es ligeramente &cido, posee alto contenido de MO,
muy alto en P, dado el manejo del suelo con fertilizantes de sintesis quimica, altos contenidos
de S, Ca'y Mg, medios para K y bajo en Na (ICA, 1992). En cuanto a los elementos menores,
los contenidos de B y Mn son altos, donde los niveles de este Gltimo pueden ocasionar
problemas de toxicidad, bajos para Zn, Fe y Cu (ICA, 1992). Con respecto a propiedades
fisicas, la densidad aparente es normal para la zona. Su textura franco limosa implica adecuada

capacidad de retencion de agua y nutrientes.

Para generar condiciones homogeéneas, el suelo se tamiz6 usando una zaranda Yy
posteriormente se dejé en baldes de 15 L durante 20 dias con riego diario, con el fin de
facilitar su consolidacion®. Luego de la consolidacion del suelo se sembraron plantas de maiz
blanco Zea Mayz SV1127 y se ubicaron en una construccién de guadua que asegurara

circulacion de aire y proteccion de la lluvia mediante techo pléstico.

Se utilizé6 un disefio completamente al azar con medidas en el tiempo, empleando 5
tratamientos y 5 repeticiones, para un total de 25 unidades experimentales. Ademas se

ubicaron plantas alrededor del ensayo para evitar efectos de borde (Figura 3).

Nl Ol R ) S0 A 3]

Figura 3. Disefio en campo completamente al azar, con plantas de maiz blanco (Zea Mayz
SV1127) como unidad experimental.

! Recomendacion del doctor Edgar Amézquita, CORPOICA.
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4.2.2 Descripcion de los tratamientos

Los tratamientos consistieron en combinaciones de vinaza + cloruro de potasio (KCI), como
fuentes de dicho nutriente para el cultivo de maiz blanco, ademas de la adicion de nitrégeno
(N) para complementar la fertilizacion, segin las recomendaciones nutricionales para este
cultivo, 250 Kg/Ha de KCI, 300 Kg/Ha de urea y 200 Kg/Ha de DAP (Tabla 4).

Los tratamientos se aplicaron en forma fraccionada, asi: la primera fertilizacion al momento de
la siembra, 60% del requerimiento de K y 2/3 del requerimiento de N. La segunda fertilizacion
se hizo 30 dias después, 40% del requerimiento de K y 1/3 del requerimiento de N. No se
aplico fdésforo pues el contenido de este elemento en el suelo era muy alto, tal como se observé
en la Tabla 3.

Tabla 4. Descripcidn de los tratamientos disefiados con vinaza (19% s.t.).

KCI Urea Vinaza

Tratamientos Descripcion (Kg/ha) (Kg/ha) (L/ha)

Testigo absoluto (planta de

TO maiz sin fertilizacion) 0 0 0
T1 0% vinaza + 100% KCI + N 250 300 0
V3 50% vinaza + 50% KCI + N 125 300 5233
V2 75% vinaza + 25% KCI + N 62.5 300 7850
V1 100% vinaza + N 0 300 10467
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4.2.3 Caracterizacion de la vinaza

El anélisis quimico de la vinaza utilizada (Tabla 5) indica que ésta presenta condiciones muy
acidas, conductividad eléctrica moderada y alto contenido de MO. Sobresalen los contenidos
de Ca, K, Fe y Mn.

Tabla 5. Andlisis de vinaza de 19% s.t.

Caracteristica Contenido

pH 4.3

CE (ds/m) 7.82
MO (g/Kg) 96.1
N- Total (Kg/m?®) 3.9
P (Kg/m®) 0.7
Ca (Kg/m®) 4.8
Mg (Kg/m?®) 2.5
K (Kg/m?) 12
Na (Kg/m?) 0.5
S (Kg/md) 3.3

B (ppm) 8.64

Cu (ppm) 18.48

Fe (ppm) 3067

Mn (ppm) 85.22

Zn (ppm) 11.60

Laboratorio quimico de campo, Ingenio Providencia (Junio de 2008).

4.3 Muestreos
A partir de 5 muestras de suelo tomadas al azar, se realiz6 una caracterizacion inicial con el fin

de referenciar los valores de partida de la mayoria de las variables. La estimacion de las

variables se efectué mediante dos muestreos en momentos claves de la fisiologia del cultivo:
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antes de floracién (36 dias después de la siembra, DDS) y durante la época de llenado de fruto
(70 DDS).

4.4 Variables evaluadas y metodologias utilizadas

Las variables estimadas en cada muestreo fueron: longitud de ME (LME), ME vivo Yy activo
(MEV), fracciones fisicas de materia organica: liviana (LL), mediana (LM) y pesada (LH),
glomalina facilmente extractable (GFE), glomalina total (GT) y estabilidad de agregados
(EA).

4.4.1 Longitud de micelio externo (LME)

Para la extraccion y cuantificacion del micelio externo se usoé la técnica del filtro de membrana
y el método de intercepto (gridline) de Miller and Jastrow (1992) y célculos de Tennant
(1975), descritos y adaptados por Torres (2000) y Zarate (2006).

Este proceso inicia con la dispersion de 5 g de suelo usando hexametafosfato de sodio al 5%,
posterior lavado con 500 ml de agua deionizada usando tamiz de 25y, dilucion de la muestra
para facilitar su observacién al microscopio y finalmente recoleccion del micelio en un equipo
de filtracion al vacio que posee filtros de nitrocelulosa de 1.2u. Alli el micelio puede ser
tefiido con azul de tripano para facilitar la cuantificacion de su longitud en términos de m/g de

suelo (peso seco).

4.4.2 Micelio externo vivo y activo (MEV)

Se trata de una tincion vital basada en la estimacion de la actividad de la succinato —
deshidrogenasa (en términos e porcentaje), dentro del micelio de HMA, complejo enzimatico
que hace parte del ciclo de Krebs. Se realizo siguiendo la metodologia de Hamel et al., 1990,
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posteriormente modificada de conformidad con el protocolo del Instituto Canario de
Investigaciones Agrarias, Santacruz de Tenerife, Espafia (2007). Los detalles metodol6gicos

se incluyen en el Anexo 1-A.

4.4.3 Fracciones de materia organica

Se utiliz6 la metodologia de fraccionamiento fisico de materia orgénica (MO) del suelo por
tamafo-densidad (Meijboom et al., 1995; Barrios et al., 1996), la cual se encuentra
ampliamente detallada en Correa (2004). Los fundamentos de esta técnica fueron explicados

en el marco tedrico

Inicialmente, el suelo seco al aire se satura con agua y se lava repetidamente sobre tamices
superpuestos de 250 um y 150 pum, para destruir los macroagregados y liberar la materia
organica. Toda la materia organica liberada se recolecta en un mismo recipiente y se realiza la
separacion por densidad usando una suspension de silica gel estable (Ludox), para estimar las
fracciones, liviana (LL), mediana (LM) y pesada (LH) de materia organica en unidades de

g/Kg de suelo seco.

4.4.4 Glomalina facilmente extractable (GFE) y glomalina total (GT)

Se us6 el método de Wright and Upadhyaya (1998), con modificaciones (Anexo 1-B). Este
método se basa en extraer la glomalina del suelo en dos fracciones operacionalmente definidas
(GFE y GT), adicionando citrato de sodio a una muestra de suelo y sometiéndola a 120°C en
autoclave. Este proceso se realiza una sola vez para extraer GFE y varias veces para el caso de
GT. Para la cuantificacion de la glomalina se construye una curva patron de de suero albumina
bovino (BSA), usando espectrofotdmetro a 590 nm (Bradford, 1976).
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445 Estabilidad de agregados (EA)

Su estimacion se efectu6 por el método de tamizado en humedo o método de Tulin,
modificado por Yoder y descrito en Montenegro y Malagén (1990). Con correccion de arenas

usando hexametafosfato de sodio.

En términos generales, el método consiste en someter una muestra de suelo sin disturbar, a
agitacion en agua por un determinado tiempo. La muestra se coloca en un juego de tamices de
diferentes diametros y al final del proceso se establece el porcentaje de agregados de los
diferentes tamafios que quedan sin destruir en cada tamiz. Para la caracterizacion de esta

variable se estimo el didmetro ponderado medio (DPM).

4.5 Andlisis estadistico

Las variables de respuesta se analizaron con el paquete estadistico SAS version 9.1 (afio
2003). En los casos en los cuales se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre
tratamientos y/o entre épocas de muestreo (36 y 70 DDS), se realizaron pruebas de

comparacion de medias (Duncan). Para estimar las correlaciones entre las variables se calculd

el coeficiente de Pearson con nivel de significancia P<0.05.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Longitud de micelio externo (LME)

En la Figura 4 se observa el micelio externo (ME) de HMA una vez se extrae en los filtros de

nitrocelulosa, tefiido con azul de tripano y listo para cuantificar.
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Figura 4. Extraccion de micelio externo de HMA en filtros de nitrocelulosa - tincion con azul

de tripano.
Foto: Diana Velasquez, 2008.

El analisis de varianza indic6 que LME present6 diferencias altamente significativas por
efecto de los tratamientos, a los 36 y 70 dias después de siembra (DDS) (Figura 5, Anexo 2-
A). Se observa que antes de floracion (36 DDS) LME se increment6 en los tratamientos T1y
V1 con respecto al testigo y al valor inicial de referencia. A los 70 DDS el incremento fue
generalizado, con excepcion de T1 que disminuyd considerablemente, pasando de 9.8 m/g de

suelo a 5.5 m/g de suelo.

Los valores para LME oscilaron entre 4.5 y 12.4 m/g de suelo, inferiores a los registrados en
otras investigaciones, realizadas también bajo condiciones de invernadero, en plazos de
tiempo cortos y con adiciones de algin tipo de fertilizacion. El rango registrado en dichos
ensayos varia entre 17 y 20 m/g (Torres, 2000; Navia, 2006; Sanchez de P. et al., 2007). Lo
anterior puede explicarse por altos contenidos de fosforo en el suelo utilizado en este ensayo
(197.35 ppm), pues como ya ha sido comprobado en otras investigaciones, existe una

correlacion negativa entre este nutriente y el desarrollo del micelio externo.
En esta investigacion fue claro que la utilizacion de 100% KCI ocasiond efectos negativos

sobre LME, mientras que las mezclas de KCI y vinaza favorecieron esta variable, cuya

méaximo valor se obtuvo con la aplicacion de 100% vinaza.
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Figura 5. Efecto de tratamientos sobre la longitud de micelio externo de HMA asociado a
plantas de maiz blanco (Zea Mayz) SV1127 en cada época de muestreo.

(T0, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KCl, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Letras
diferentes dentro de cada época, indican diferencia significativa — Duncan 5%. La linea horizontal indica el valor
de referencia a los 0 DDS).

Distintos autores sefialan que LME responde diferente a la fertilizacion organica e inorgéanica
(Sieverding, 1991; Miller et al., 1995; Kabir et al., 1998; Gryndler et al. 2006). Kabir et al.,
1998, encontraron que la fertilizacién con urea, nitrato de amonio o cloruro de potasio

deprimieron ME mientras que el estiércol lo favorecio.

Tales resultados se explican en términos de disponibilidad de nutrientes y aumento
generalizado en la actividad de microorganismos con la adicién de compuestos organicos
(Gryndler et al. 2006; Navia, 2006; Sanchez de P. et al., 2007). De acuerdo con Buurman
(2008), andlisis de vinaza del Ingenio Providencia, muestran que en ella predominan
compuestos organicos como polisacaridos y escasean compuestos recalcitrantes, lo que facilita
su degradacion microbiana y por tanto la liberacion de nutrientes. Autores como Tejada et al.,
2007, Montenegro (2008) y Naranjo (2008)? han encontrado que la adicion de vinazas al

suelo aumenta la actividad microbioldgica del mismo.

2 Datos sin publicar, obtenidos en este mismo ensayo por Rubén Naranjo, 2008.
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5.2 Micelio externo vivo y activo (MEV)

Cuando ME se tifie con azul de tripano, las hifas toman un color azul (Figura 4). Por el
contrario, cuando se aplica la tincidn de la succinato deshidrogenasa (SDH), el micelio vivo y
activo toma un color fucsia (Figura 6), en aquellos sitios donde el enzima actla y participa en
el ciclo de Krebs (Sylvia, 1988).

Figura 6. Extraccion de ME vivo y activo de HMA en filtros de nitrocelulosa - tincion de

succinato deshidrogenasa (SDH).
Foto: Diana Velasquez, 2008.

MEV se vio afectado en forma altamente significativa, en la época de llenado de fruto (70
DDS) (Figura 7, Anexo 2-B). Los cuatro tratamientos que incluian fertilizacion con KCI y/o

vinaza fueron estadisticamente similares y sélo presentaron diferencias con TO.

Opuesto a lo presentado en LME, MEV no fue afectado por la fuente de fertilizacion. Sus
valores promedio estuvieron entre 57% (36 DDS) y 63% (70 DDS), en los tratamientos sujetos
a fertilizacion. TO disminuy6 a través del tiempo pasando de 58% a 43%. Estos valores
indican que el micelio de HMA incremento su participacion en la absorcion de nutrientes por

efecto de fertilizacion.
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Figura 7. Efecto de tratamientos sobre el porcentaje de ME vivo y activo de HMA asociado a

plantas de maiz blanco (Zea Mayz) SV1127 en cada época de muestreo.
(TO, T1, V3, V2 y VL1: proporciones de vinaza:KCI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Letras
diferentes dentro de cada época de muestreo, indican diferencia significativa — Duncan 5%).

Segun Sylvia (1988), los valores de MEV registrados en la literatura pueden estar en un rango
amplio, entre 5y 80%. En condiciones de invernadero Guillemin et al., 1995 encontraron que
plantas de soya Glycine max L., presentaron cambios a través del tiempo en el porcentaje de
MEV con la adicion de fertilizacion fosforada. Hacia la cuarta semana de crecimiento de las
plantas el porcentaje de MEV fue de 20% Yy hacia la sexta semana fue de 47%. Kabir et al.,
1998, hallaron incrementos en MEV asociado a plantas de maiz, en un suelo arcilloso,
obteniendo valores de 85% en época de floracion y de 64% en época de cosecha.

El rango de variacion de MEV puede relacionarse con factores como el cultivo, la textura del
suelo, el tipo de fertilizacién, la fisiologia de la planta hospedera, el sitio de muestreo y
disponibilidad de nutrientes como el K. Sieverding (1991) indica que varios estudios muestran
correlaciones positivas entre los HMA vy dicho nutriente. El autor sefiala que en un suelo
arcilloso, los niveles de colonizacién de raices de yuca Manihot esculenta por HMA,
mejoraron por efecto de fertilizacion con KCI, situacion que se repitio bajo pasturas y

leguminosas en un Oxisol de Colombia.
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5.3 Glomalina facilmente extractable (GFE) y glomalina total (GT)

En la Figura 8 se muestra la curva estandar obtenida para la cuantificacion de ambas
fracciones de glomalina. El trabajo en laboratorio puso de manifiesto alta variabilidad de los
datos, lo cual llevo a realizar distintas determinaciones con el uso de instrumentos de

precision, hasta obtener una curva con ajuste de 0.995.
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Figura 8. Curva estandar para la cuantificacion de la glomalina.

5.3.1 Glomalina facilmente extractable (GFE)

Los tratamientos no afectaron GFE en ninguna de las dos épocas de muestreo (Tabla 6, Anexo
2-C). Estos resultados concuerdan con Steinberg and Rillig (2003), quienes trabajaron bajo
condiciones controladas durante 150 dias y encontraron que los contenidos de GFE variaron

poco a través de distintos muestreos, con valores que estuvieron alrededor de 2 mg/g de suelo.

Con respecto al valor de referencia de GFE (0.26 mg/g de suelo) se observa una leve
disminucion de la variable en el tiempo, tal vez explicable por el disturbio causado al suelo
durante el proceso de homogenizacion inicial, lo cual podria favorecer la descomposicion

microbiana de diferentes moléculas.
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Tabla 6. Contenido de glomalina facilmente extractable (GFE) del suelo, para cada
tratamiento en cada época de muestreo.

TTO GFE (mg/g suelo)
0 DDS 36 DDS 70 DDS
TO 0.26 0.21 (a) 0.25 (1)
T1 0.26 0.20 (a) 0.24 (a)
V3 0.26 0.24 (a) 0.21 (a)
V2 0.26 0.21 (a) 0.22 (a)
V1 0.26 0.24 (a) 0.22 (a)

(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KCl, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. 0 DDS
indica el valor inicial de referencia).

5.3.2 Glomalina total (GT)

Contrario a GFE, GT presentd diferencias significativas por efecto de los tratamientos a los 70
DDS, (Figura 9, Anexo 2-D). A los 36 DDS los valores de GT estuvieron entre 1.2 y 1.5 mg/g
de suelo, inferiores al valor inicial de referencia (1.8 mg/g), tendencia que se mantiene en el
ensayo. A los 70 DDS la aplicacion de 100% KCI generd un efecto negativo sobre esta

variable, con relacion a los demas tratamientos, incluyendo a TO.
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Figura 9. Efecto de tratamientos sobre el contenido de glomalina total del suelo en cada época

de muestreo.

(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KCI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Letras
diferentes dentro de cada época, indican diferencia significativa — Duncan 5%. La linea horizontal indica el valor
de referencia a los 0 DDS).
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La revision de literatura acerca de valores de GT y GFE (Tabla 7), muestra que los resultados
de este ensayo estan por debajo de los promedios registrados. Diferentes autores sefialan que
ambas fracciones de glomalina estan influenciadas por el manejo del suelo, principalmente
practicas de labranza y quemas. Es de anotar que el suelo utilizado en este ensayo tiene un
historial de 80 afios bajo cultivo de cafia de azlcar con practicas de labranza mecanizada y

guemas, posible explicacion para los valores bajos.

Tabla 7. Contenidos de glomalina facilmente extractable y total (GT) en suelo, obtenidos en
otras investigaciones.

GFE GT Observaciones Referencia
Suelos &cidos no disturbados de Wright and
No estimada 4.4 —14.4 mg/g diferentes localidades. Upadhyaya (1996)
(Rango de oscilacion).
2 mg/g 5-7mglg Suelo forestal. GT declind un 25% en Steinberg and
150 dias. GFE no cambio en el tiempo. Rillig (2003)
0.9;2.1g/cm®*  3.0; 4.6 mg/cm? Suelo forestal fértil; Suelo forestal Lovelock et al.,
infértil. (Valores promedio). 2004
34-39mg/g 8.7-10mgl/g Agroecosistema con rotacion avena, Morales et al., 2005

trigo y lupino. (Rango de oscilacion).

No estimada 5.7; 7.2 mglg Labranza convencional + quema de Borie et al., 2006
residuos; Sin labranza.

Con respecto a efectos de fertilizacion sobre GT y GFE son escasos los registros. Lovelock et
al., 2004, encontraron menor GT con mayores concentraciones de Ca, P, K 'y Mn en el suelo.
En este ensayo, el uso de KCI (100%) afectd negativamente LME y nuevamente este
detrimento se observo en GT, lo cual aparentemente establece una relacion entre estas dos
variables de HMA.

La disminucién de GT a través del tiempo con respecto al nivel inicial de referencia de
1.8mg/g de suelo es dificil de explicar con base en descomposicion de dicha glicoproteina, ya

que estudios realizados por Steinberg and Rillig (2003), indican bajas tasas de descomposicién
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para GT, menores de 25% en un periodo de 150 dias. Todo parece indicar imprecisiones

metodoldgicas en el primer muestreo.

5.4 Fraccionamiento fisico de materia organica (MO)

Las fracciones liviana (LL), mediana (LM) y pesada (LH) de MO procedentes del suelo
estudiado y obtenidas mediante separacion fisica, una vez finalizado el proceso de

fraccionamiento con Ludox, se observan en la Figura 10.

LL constituye la fraccion mayoritaria en la cual ain se distinguen: abundante cantidad de
raices muy finas y algunos restos de material calcinado, de quemas realizadas con anterioridad
en el sitio donde se obtuvo el suelo. Por el contrario en LM y LH no se reconoce la estructura
de la MO que le dio origen y en la medida que se pasa de LM a LH disminuye

considerablemente el tamafio y la cantidad de la fraccion.

Figura 10. Fracciones de materia organica aisladas del cultivo de maiz blanco (Zea Mayz)

SV1127, a los 70 después de su siembra.
Foto: Neuza Azakawa y Gerson Ramirez, 2008. Laboratorio de Biologia del Suelo, CIAT.
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5.4.1 Fraccion liviana (LL)

De las tres fracciones de MO, LL fue la Unica que mostré cambios altamente significativos por
efecto de tratamientos en las dos épocas de muestreo. Los valores obtenidos en LL se
incrementaron en todos los tratamientos con respecto al valor inicial de referencia (2.5 g/Kg
de suelo). A los 36 DDS, los mayores incrementos en LL, se observaronen T1, V2y V1ya
los 70 DDS se presentaron en T1, V3y V2 (Figura 11, Anexo 2-E).
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Figura 11. Efecto de tratamientos sobre la fraccion liviana de MO del suelo en cada época de
muestreo.

(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KClI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Letras

diferentes dentro de cada época, indican diferencia significativa — Duncan 5%. La linea horizontal indica el valor
de referencia a los 0 DDS).

Los resultados de este ensayo difieren de registros obtenidos por Correa (2004), quien no
encontré cambios en LL ante practicas de manejo como la rotacion de monocultivos y
sistemas agropastoriles. La mayoria de estudios sefialan a LL como variable sensible a
practicas de manejo (Elliott and Cambardella, 1991; Barrios et al., 1996; Christensen, 2001),
como por ejemplo a la adicion de residuos de poda en cultivos de maiz (Zea mays) (Barrios et
al., 1996) 6 a estrategias de fertilizacion con estiércol en cultivos en rotacion de maiz (Zea
mays) y frijol (Phaseolus vulgaris) (Kapkiyai et al., 1998).
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La sensibilidad de LL, se debe a que esta fraccion esta conformada por MO no complejada
con los minerales del suelo (Pansu and Gautheyrou, 2006), que la convierte en fuente de
energia y nutrientes para los microorganismos, en la mayoria de los casos (Christensen, 2001;
Gregorich et al., 2006), cuya actividad coincide con disponibilidad de nutrientes para la

planta.

Con respecto al valor inicial de referencia, se resalta que LL se incremento considerablemente
a través del tiempo, lo cual se asocia basicamente con produccion de raices y a la vez indica
tasas de produccién de esta fraccién que son superiores a su descomposicion, a pesar del

aumento en la actividad microbiana mencionada con anterioridad.

5.4.2 Fraccion mediana (LM)

De acuerdo con el analisis de varianza, esta fraccion de materia orgénica no varié entre
tratamientos en las épocas de muestreo (Anexo 2-F). Mientras las unidades en LL son del
orden de g/Kg de suelo, en LM pasan a décimas de esta unidad (Tabla 8). También puede
observarse una ligera disminucion en LM a los 36 y 70 DDS con respecto al valor hallado
antes de la aplicacion de los tratamientos, lo cual puede indicar accesibilidad de

microorganismos a esta fraccion.

Tabla 8. Contenido de la fraccion mediana de materia organica (LM) en el suelo para cada

época de muestreo.

Tratamiento LM (g/Kg de suelo)
ODDS 36DDS 70DDS
TO 0.3 0.2 (a) 0.2 (a)
T1 0.3 0.2 (a) 0.2 (a)
V3 0.3 0.1 (a) 0.2 (a)
V2 0.3 0.1(a) 0.2 (a)
V1 0.3 0.2 (a) 0.3 (a)

(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KClI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente).
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5.4.3 Fraccion pesada (LH)

En la segunda época de muestreo hubo diferencias significativas entre tratamientos (Figura 12,
Anexo 2-G). Con la adicion de 100% vinaza (V1) se encontré el mayor valor de la variable.
La mayoria de valores de LH fueron inferiores al valor inicial de referencia (0.3g/Kg de
suelo).

0,9 -
0.8
0,7 -
0.6 - ET0

0,5 - BTl

0,4 - a ov3

(9/Kg de suelo)

Fraccion pesada de MO

Dias después de siembra (DDS)

Figura 12. Efecto de tratamientos sobre la fraccion pesada de MO del suelo en cada época de
muestreo.

(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KCI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Letras
diferentes dentro de cada época, indican diferencia significativa — Duncan 5%. La linea horizontal indica el valor
de referencia a los 0 DDS).

En otras investigaciones no se han encontrado cambios en LH (Correa, 2004; Barrios et al.,
1996), en vista de su calidad de material humificado, es decir, con apariencia amorfa,
compleja en su composicion bioquimica hasta tornarse irreconocible y con alto grado de
estabilidad (Labrador, 2001; Essington, 2004).

Desde esta perspectiva, el aumento de LH presentado en V1 (100% vinaza), comparado con
los demas tratamientos, puede corresponder a MO humificada ya contenida en el suelo antes
de la siembra de las plantas de maiz. Cabe recordar el alto contenido de materia organica del
suelo, mostrado en la Tabla 3 (4.7%).
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En cuanto a la disminucion generalizada en el contenido de LH durante el tiempo del ensayo,
0.3 g/Kg de suelo a los 0 DDS, 0.1 g/Kg de suelo a los 36 DDS y 0.2 g/Kg de suelo a los 70
DDS, es posible que esto se relacione con la metodologia de trabajo y/o condiciones que
favorecieron la degradacion microbiana de esta fraccion de MO, como por ejemplo, el

disturbio causado por la homogenizacion del suelo antes de iniciar este ensayo.

Finalmente es de resaltar que los contenidos de las fracciones de MO siguen la tendencia
LL>LM>LH, coincidente con registros de Basamba et al., 2007, y favorable para el desarrollo
de las plantas debido a que LL constituye fuente de nutrientes rapidamente disponibles, por
ejemplo, NH4*, NOs~, HPOs*", HoPO4~, SO4>", entre otros (Christensen, 2001; Gregorich et
al., 2006). LM y LH actian como reservorios de dichos nutrimentos, los cuales pueden ser
liberados a la solucién del suelo a través del metabolismo microbiano, con un esfuerzo mayor
(Elliott and Cambardella, 1991; Essington, 2004).

5.5 Estabilidad de agregados del suelo (EA)

5.5.1 Distribucion de agregados

Las tendencias para las dos épocas de muestreo, mostraron que en todos los tratamientos,
predominaron agregados de tamafio <0.25 mm, situacién coherente con el proceso de
homogenizacién del suelo al inicio del ensayo. Este porcentaje se redujo a través del tiempo

con la adicion de KCI y/o vinaza.
Es de destacar que los cambios en los agregados fueron evidentes en los tamafios extremos:

>2mm y <0.25mm, correspondientes a macroagregados y microagregados, respectivamente
(Tisdall and Oades, 1982).
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Figura 13. Distribucién de agregados para cada tratamiento en cada época de muestreo.
(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KClI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente).

Con base en lo anterior se realizd un andlisis de varianza para valorar el efecto de los

tratamientos sobre los tamafios de agregados >2 mm y <0.25 mm. Los resultados indican que
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hacia los 70 DDS se presentaron efectos altamente significativos de los tratamientos sobre
estos dos tamarios (Figura 14, Anexos 2-H 'y 2-1).

A 70,0
8 2 ab
2
2 bc c
% £ c ET0
€
g o =Tl
;“f'f/’ ov3
§ (=AVY
£ ovi
36 70
Dias después de siembra (DDS)
B.
70,0 -
% 60,0 -
< 50,0 4 mT0
g E
SE 40,0 A ET1
2% 30,0 A ov3
g8
g 20,0 - avV?2
S 100 ov1
0,0 -
36 70
Dias después de siembra (DDS)

Figura 14. Efecto de tratamientos sobre (A) microagregados de tamafio <0.25 mm y sobre (B)

macroagregados de tamafio >2 mm, en cada época de muestreo.
(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KClI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Letras
diferentes dentro de cada época, indican diferencia significativa — Duncan 5%).

A los 36 DDS no hubo cambios para ninguno de los dos tamarios, mientras que a los 70DDS
es evidente el efecto de las fuentes organicas en la disminucién de agregados <0.25 mm e

incremento de macroagregados >2 mm.
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Los resultados anteriores evidencian procesos de agregacion del suelo favorecidos por la
aplicacion de vinaza, probablemente debido a la elevada concentracion de electrolitos
contenidos en este subproducto, los cuales tienen efecto floculante reconocido (Garcia y
Rojas, 2006). Dicha floculacién, conduce a la unién entre las particulas sélidas del suelo
mediante cationes polivalentes como Ca?*. Sin embargo se requiere de materiales cementantes
(compuestos organicos) que aseguren la permanencia de tales uniones (Fernandez et al. 2001;
Jaramillo, 2002; Barrera, 2003).

Asi, componentes organicos, 6xidos de hierro (Fe) y cationes como el Ca?*, presentes en la
vinaza de este ensayo (Tabla 3), pueden ser los responsables directos de la agregacion del

suelo.

5.5.2 Diametro ponderado medio (DPM)

A los 70 DDS, los tratamientos tuvieron un efecto altamente significativo (Figura 15, Anexo
2-J), acordes con los incrementos en el tamafio de agregados. Los valores mas altos para DPM
se obtuvieron con la aplicacion de 100% vinaza (1 mm), calificado como suelo ligeramente

estable de acuerdo con clasificacidn propuesta en Montenegro y Malagén, 1990 (Anexo 3).

Resultados diferentes a los de este ensayo fueron encontrados por Montenegro (2008), quien
trabajo bajo condiciones de invernadero en un Molisol sembrado con maiz dulce (79DDS). La
autora no hall6 diferencias en DPM con aplicaciones de 100% KCI y 100% vinaza a través de

las evaluaciones en el tiempo.

Los efectos de la vinaza sobre la agregacion del suelo, evidenciados en esta investigacion,
también difieren de registros de Tejada and Gonzalez (2006), quienes encontraron que EA
disminuy6 con aplicacién anual de vinaza fresca durante cuatro afios y argumentan que

posiblemente se debi6 a altos niveles de Na*. La diferencia entre los dos experimentos esta en
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los contenidos de Na'; las cantidades de vinaza aplicadas y el tiempo de duracion de los
ensayos. Por ejemplo, en la vinaza utilizada en este ensayo el contenido de Na* era bajo (Tabla
3). Tejada and Gonzalez (2006), usaron dosis por tratamiento de 10680, 5340 y 1780
kg/ha/afio (expresadas como contenido de materia organica), mientras que en este ensayo la
cantidad total de vinaza aplicada por tratamiento fue de 1005, 754 y 503 kg/ha (expresadas en

la misma unidad).

2 12
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o 1,0 1 a
3 a
g 0,8 - mT0
8 b mT1
; 0 6 7 b
2 ov3
o 0,4 4
E‘ EVv2
g 027 ovi
©
o 0,0 - —

36 70

Dias después de siembra (DDS)

Figura 15. Efecto de tratamientos sobre el diametro ponderado medio en cada época de

muestreo.
(TO, T1, V3, V2 y V1: proporciones de vinaza:KCI, 0:0, 0:100, 50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Letras
diferentes indican diferencia significativa — Duncan 5%).

5.6 Correlacién entre las diferentes variables

En la Tabla 9 se observa que LL, LM y LH se correlacionaron positivamente con MEV, lo
cual es de esperar dada la liberacion de nutrientes durante la descomposicion de la materia

organica y el puente que tiende MEV para la absorcion de ellos por las plantas.

LME correlacion6 con DPM y con porcentaje de microagregados (<0.25mm) y de
macroagregados (>2mm), condicion sefialada por Tisdall and Oades (1982) y Douds and

Collins (2007), quienes referencian LME como factor temporal (semanas o meses) de
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agregacion del suelo. Basan sus afirmaciones en el “enmarafiamiento fisico” que forma el

micelio de los HMA y que une particulas del suelo (Figura 16). A pesar de que las hifas

individuales no son fuertes, cuando conforman marafias o redes, la situaciéon cambia.

Tabla 9. Correlaciones entre las diferentes variables (Pearson P<0.05).

LM LH LME MEV GFE GT DPM >2mm <rr(1)'n215

LL 0.31542 0.23845 -0.21256 0.62139 -0.3959 -0.3456 0.02187 -0.0241 -0.1131
0.2340 0.3738 0.3823 0.0045 0.1038 0.1898 0.9292 0.9220 0.6447

LM 1,0000 0.93755 0.09534 0.51920 0.0270 0.3179 0.17859  0.1098 -0.1967
<.0001 0.7159 0.0327 0.9208 0.2681 0.4928 0.6747 0.4493

LH 1,0000 0.14597 055562 -0.0612 0.0823 0.28320 0.2209 -0.2761
0.5761 0.0206 0.8219 0.7798 0.2707 0.3941 0.2835

LME 1,0000 -0.13015 -0.1378 0.2752 0.51697 0.4839 -0.4901
0.5352 0.5306 0.2273 0.0097 0.0166 0.0150

MEV 1,0000 -0.1967 -0.3017 0.18655 0.1754 -0.1576
0.3684 0.1838 0.3828 0.4123 0.4620

GFE 1,0000 0.2968 -0.21765 -0.2394 0.1331
0.1914 0.3185 0.2712 0.5449

GT 1,0000 -0.00258 -0.0132 -0.0726
0.9911 0.9548 0.7545

DPM 1,0000 0.9792 -0.9160
<.0001 <.0001

> 2mm 1,0000 -0.8399
<.0001

Aunque varios estudios sefialan correlaciones entre EA 'y glomalina, en este estudio no fueron

significativas. Sin embargo existen otras caracteristicas de esta glicoproteina de importancia
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para el agroecosistema, como su contribucion a los compartimientos de almacenamiento de C

y N del suelo (Rillig et al., 2001) que deben ser consideradas.

Con respecto a las variables de agregacion del suelo, el DPM estuvo altamente influenciado y
en forma positiva, por la formacion de macroagregados >2mm, y en forma negativa, por la
formacion de microagregados <0.25 mm. Es de esperarse que en la medida que se incrementan

los agregados mayores, lo hagan a costa de los menores.

Agregados

Figura 16. Participacion del micelio externo (ME) de los HMA en la formacion de agregados

en el suelo. (Raiz de plantas de maiz blanco — Zea Mayz -SV1127.
Foto: Julio Jaramillo y Diana Velasquez. 2008

6. Consideraciones finales

Los resultados encontrados en este Molisol sembrado con maiz blanco, bajo condiciones de
invernadero, muestran que variables fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo pueden verse
afectadas en un corto plazo por las fuentes de K utilizadas. A escala que sobrepasa este

ensayo, lo anterior puede interpretarse como alerta de cambios, no solamente en dichas
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variables, si no en otras ligadas a los procesos productivos sostenibles, en los cuales diferentes

fuentes de nutrientes se aplican como practicas cotidianas.

Aunque este ensayo proporciona referentes de trabajo, también se generan inquietudes que
solo podrén ser resueltas a traveés de la investigacion que combine condiciones controladas y
condiciones de campo, en un proceso a mediano y largo plazo con consideracion de factores
como el cultivo, periodicidad de las aplicaciones de vinaza, caracterizacion fisica, quimica y

bioldgica de este insumo y condiciones ambientales presentes, entre otros.

7.  CONCLUSIONES

» En este ensayo realizado bajo condiciones de invernadero en un Molisol del Valle del
Cauca, las diferentes fuentes de K (vinaza y KCI) aplicadas en maiz blanco SV1127 y
evaluadas durante 70 dias, presentaron efectos significativos sobre las variables
individuales de HMA (longitud y actividad de micelio externo y glomalina total), sobre
fracciones liviana y pesada de materia organica y sobre estabilidad de agregados del
suelo.

> La expresion de las variables longitud del micelio externo de HMA, glomalina total,
fraccion liviana de MO vy estabilidad de agregados se favorecid por la aplicacion de
vinaza en sus diferentes dosis.

» Las correlaciones altamente significativas entre las fracciones de MO y el micelio vivo y
entre la longitud del micelio externo de HMA vy agregacion corroboran la estrecha

relacion entre propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los suelos.
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Anexo 1. Metodologias para estimar las variables: micelio externo (ME) vivo y activo,

glomalina facilmente extractable (GFE) y glomalina total (GT).

1-A. Tincion de micelio vivo y activo

Esta es una modificacion de la tincion vital de la succinato deshidrogenasa (SDH), método

usado en el Instituto Canario de Investigaciones Agrarias, Santacruz de Tenerife, Espafia

(2007). El procedimiento realizado fue el siguiente:

5 g de suelo tamizado a 2 mm se adicionan a un beaker con 200 ml de agua deionizada
(DI) y se agita con magneto durante 5 min.

La solucion de suelo se pasa a tamiz de 20 um, tanto el beaker como el tamiz se lavan con
500 ml de agua DI (para limpiar un poco la muestra de arcillas), luego el suelo contenido
en el tamiz se recoge con 250 ml de agua DI en el beaker.

El beaker se deja en agitacion y se toman 4 alicuotas de 5 ml cada una, para un total de
20ml que pasan a otro beaker con 160 ml de agua DI.

De esta nueva dilucion se toman 3 alicuotas fraccionadas de 1 ml c/u y se dejan en
erlenmeyer con 3,5 ml de solucién para tincion vital. La composicion por litro, de esta
solucion, contiene 100 ml de succinato de sodio 2,5 M, 250 ml de azul de tetrazoilo
(4mg/ml), 250 de trizma 0,2 M a pH 7.0, 100 ml de MgCl2.6H.O 5mM y 300 ml de agua
DlI.

El erlenmeyer se tapa con papel aluminio y se lleva a incubacion a 28°C por 12 a 16 horas
con agitacion suave.

Luego de incubacion el contenido del erlenmeyer se vierte sobre el tamiz de 20 um, alli el
micelio se lava con 500 ml de agua DI y posteriormente se recoge en beakers pequefios
con 20 ml de hipoclorito al 3% y se deja por 5 min.

El micelio con el hipoclorito se vierte sobre el tamiz, se lava con 500 ml de agua DI y se
lleva a equipo de filtracion al vacio con ayuda de un frasco lavador. El equipo debe poseer

filtros de nitrocelulosa de 1.2 um para capturar el micelio. Para contrastar la tincion del
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micelio se aplica fucsina &cida (0,2 g/L) en una proporcion de agua:fucsina de 2:1 y se
deja tefiir en el equipo, durante 1 hora.

e Finalmente los filtros de nitrocelulosa (ain posicionados en el equipo de filtracion), se
lavan y luego se montan sobre portaobjetos para su observacion al microscopio, con
magnificacion de 200x y objetivo con cuadricula para realizar el conteo por el método del
intercepto, contando intersecciones vivas y no vivas. Los célculos se realizan igual que

para longitud de micelio externo.

1-B. Glomalina fécilmente extractable (GFE) y glomalina total (GT) (Wright and

Upadhyaya, 1998; Castillo, Rubio y Borie en INVAM, 2009).

El método consta de dos etapas basicas, una de extraccion de la glomalina del suelo y otra de

lectura de la misma en espectrofotdmetro a 590 6 595 nm.

e Preparacion de muestras de suelo

Las muestras se toman antes del riego. Tanto para GFE como para GT se pesa un gramo de
suelo tamizado a 2mm. Cada muestra deber contar con el valor correspondiente a contenido de
humedad para hacer las correcciones de peso seco del suelo. Segun Sieverding (2008) las
muestras pueden guardarse en nevera a 4°C antes de su procesamiento (para este trabajo se

almacenaron durante 70 dias).

e Extraccion de glomalina

Facilmente extractable (GFE)

Se usan tubos de vidrio de 30 ml en los cuales se agregan, 1 g de suelo y 8 ml de citrato de

sodio (CeHsNaz07.2H20) a concentracion de 20 mM y pH de 7.0, se agita y se lleva a

autoclave a 121°C y 15 Ib de presion durante 30 minutos. Pasado el tiempo, se deja enfriar y el
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contenido de cada tubo se vierte en tubos de centrifuga de 12 ml de capacidad, luego se llevan
a 3000 gravedades durante 15 minutos. EI volumen del sobrenadante se mide y de éste se
empacan 2.5 ml en tubos eppendorf para su lectura posterior, todo se guarda en nevera a 4°C.
El sobrenadante solamente puede almacenarse por pocos dias debido a que las muestras se

contaminan.

Glomalina total (GT)

Se usan tubos de vidrio de 30 ml en los cuales se agregan, 1 g de suelo y 8 ml de citrato de
sodio a concentracion de 50 mM y pH de 8.0, se agita y se llevan a autoclave a 121°C y 15 Ib
de presion durante una hora. Pasado el tiempo, se deja enfriar la muestra y el contenido de
cada tubo se vierte en tubos de centrifuga de 12 ml de capacidad y se llevan a 3000 gravedades
durante 15 minutos. Luego, el sobrenadante se vierte en frascos de 100 ml aprox. para
almacenar en nevera y el suelo que queda en el fondo de los tubos de centrifuga se desprende
para agregarlo nuevamente a los tubos de vidrio de 30 ml que van a centrifuga. Se repite todo
el proceso de extraccion (8ml de citrato, autoclave y centrifuga) hasta que el sobrenadante
alcance un color dorado, café o rojizo casi transparentes. En cada repeticion el sobrenadante se
vierte en el mismo frasco y al terminar el proceso de extraccion se mide el volumen total
recolectado. En general se requiere de 6 a 7 extracciones; sin embargo esto varia con el tipo de
suelo. Luego de cuantificar el volumen total del sobrenadante se empacan 2.5 ml en tubos

eppendorf para su lectura posterior, todo se guarda en nevera a 4°C.

e Lecturade glomalina
Se usa el método de Bradford (1976) para proteinas, sugerido por Wright and Upadhyaya
(1998) y adaptado por Castillo, Rubio y Borie (2009), referenciados en las paginas web de la

USDA y del INVAM:

http://www.ars.usda.qov/SP2UserFiles/ad hoc/54450000Glomalin/Bradford%20Total%20Pro

tein%20Assay.pdf y http://invam.caf.wvu.edu/methods/mycorrhizae/glomalin.htm.
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Para la cuantificacion de la glomalina debe prepararse una curva estdndar con suero albumina
bovino fraccion V (BSA) como patron, PBS a pH 7.4 y reactivo Bradford como colorante, el

procedimiento se describe a continuacion:

Se prepara una solucion madre de BSA, concentracion de 2.5 mg BSA/ml de PBS. Para la
preparacion del PBS se utiliza NaCl 150 mM (se requieren 8,77 g del reactivo) y
Na;HPO412H,O 150mM (se requieren 53,72 @), disueltos en 1 L de agua destilada y pH
ajustado a 7.4. Esta solucion puede guardarse en nevera a 4°C. Se toma exactamente 1 ml de la
solucién madre de BSA y se afora a 100 ml con agua destilada, para construir la curva
estandar de calibracion como se muestra en la Tabla A.

Tabla A. Curva de calibracion usando BSA como patron.

BSA BSA PBS Reactivo | Volumen
Concentracion | Concentracion | alicuotas | alicuotas | Bradford Total
(ng/ml) (uh) (ml) (ml) (ml)
1 2.5 100 3.9 1 5
2 10 400 3.6 1 5
3 20 800 3.2 1 5
4 25 1000 3.0 1 5
5 375 1500 2.5 1 5
6 50 2000 2.0 1 5
7 -- -- 4.0 1 5
Blanco - -- 4.0 1 5

Fuente: Castillo, Rubio y Borie en INVAM, 2009.

Se usan tubos de vidrio de 12 ml, en los cuales se agrega el PBS y el BSA segun las
cantidades de la Tabla A., se agita y antes de hacer las lecturas en el espectrofotometro se
agrega el reactivo de Bradford, se agita y se deja reaccionar por 1 minuto. Las lecturas se
realizan en espectrofotometro a 590 6 595 nm, utilizando una celda de cuarzo. Despues de

cada medicién la celda de cuarzo se lava con alcohol al 70% y agua destilada para remover el
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colorante. Para evitar errores en la determinacion después de agregar el reactivo de Bradford,
la lectura debe hacerse antes de 5 minutos.

Para la lectura de las muestras que contienen glomalina, los extractos almacenados en tubos
eppendorf se sacan de la nevera, se llevan a microcentrifuga a 8000 rpm durante 15 minutos y
se procede de la misma manera que en la curva de calibracion. EI BSA se reemplaza por los

extractos que contienen la glomalina y éstos se adicionan en cantidades acordes con la carta de

colores propuesta en las paginas web referenciadas.

Anexo 2. Andlisis de varianza para las diferentes variables estimadas en el ensayo.

2-A. Andlisis de varianza para longitud de micelio externo (LME) en cada época de muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacion: 23.9%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 128.9731364 32.2432841 1587 <.0001
Error 17 34.5305000 2.0312059

Corrected Total 21  163.5036364

70 DDS. Coeficiente de variacion: 29.9%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 127.7976000  31.9494000 5.03  0.0057
Error 20  126.9400000 6.3470000

Corrected Total 24 254.7376000
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LME para cada tratamiento en cada época de muestreo.

Tratamiento LME (m/g de suelo)
0 DDS 36 DDS 70 DDS
TO 4.1 4.5 7.4
Tl 4.1 9.8 55
V3 4.1 4.2 8.6
V2 4.1 3.5 8.4
V1 4.1 7.3 12.4

2-B. Andlisis de varianza para el porcentaje de micelio externo vivo y activo (MEV) en cada
época de muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacién: 14.4%

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 211.030500  52.757625 0.78 0.5545
Error 17 1152.249500 67.779382

Corrected Total 21 1363.280000

70 DDS. Coeficiente de variaciéon: 13.7%

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 1708.348000  427.087000 6.61  0.0015
Error 20 1291.332000  64.566600

Corrected Total 24 2999.680000

MEYV para cada tratamiento en cada época de muestreo.

Tratamiento %o de micelio vivo

36 DDS 70 DDS

T0 58 43
T1 54 64
V3 54 66
V2 63 57
V1 58 63
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2-C. Analisis de varianza para glomalina facilmente extractable (GFE) en cada época de
muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variaciéon: 15.4%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 0.00798400  0.00199600 1.74  0.1798
Error 20 0.02288000  0.00114400

Corrected Total 24 0.03086400

70 DDS. Coeficiente de variacién: 12.7%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 0.00480587  0.00120147 1.42 0.2684
Error 18  0.01525500  0.00084750

Corrected Total 22 0.02006087

2-D. Andlisis de varianza para glomalina total (GT) en cada época de muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacién: 13.8%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 0.32542167  0.08135542 2.13 0.1247
Error 16  0.61204500  0.03825281

Corrected Total 20 0.93746667

70 DDS. Coeficiente de variacion: 6.6%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 0.18167857  0.04541964 4.76 0.0101
Error 16 0.15275000  0.00954688

Corrected Total 20 0.33442857
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GT para cada tratamiento en cada época de muestreo.

Tratamiento GT (mg/g de suelo)
0 DDS 36 DDS 70 DDS
TO 1.8 1,3 1,6
T1 1.8 1,2 1,3
V3 1.8 1,5 15
V2 1.8 1,4 1,5
V1 1.8 1,5 1,5

2-E. Anélisis de varianza para la fraccion liviana de materia orgéanica (LL) en cada época de
muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacion: 8.7%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 440141373  1.10035343 10.22  0.0008
Error 12 1.29203333  0.10766944

Corrected Total 16  5.69344706

70 DDS. Coeficiente de variacion: 8.1%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 8.59596886  2.14899221 9.49  0.0006
Error 14 3.17064167 0.22647440

Corrected Total 18 11.76661053

LL para cada tratamiento en cada época de muestreo.

Tratamiento LL (g9/Kg de suelo)
0 DDS 36 DDS 70 DDS
TO 2.5 3,3 4,4
Tl 2.5 4,0 6,5
V3 2.5 2,9 6,2
V2 2.5 4,3 59
V1 2.5 4,0 5,7
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2-F. Anadlisis de varianza para la fraccién mediana de materia orgénica (LM) en cada época de
muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacién: 28.4%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 0.00920343 0.00230086 1.06  0.4170
Error 12 0.02600833  0.00216736

Corrected Total 16  0.03521176

70 DDS. Coeficiente de variacién: 33.5%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 0.04465245 0.01116311 1.72  0.2108
Error 12 0.07804167  0.00650347

Corrected Total 16 0.12269412

2-G. Andlisis de varianza para la fraccidn pesada de materia organica (LH) en cada época de
muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacién: 44.4%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 0.02726944  0.00681736 244 0.0993
Error 13 0.03630833  0.00279295

Corrected Total 17 0.06357778

70 DDS. Coeficiente de variacién: 26%

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 0.04972500 0.01243125 416  0.0243
Error 12 0.03587500 0.00298958

Corrected Total 16 0.08560000
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LH para cada tratamiento en cada época de muestreo.

Tratamiento

LH (g/Kg de suelo)

0 DDS 36 DDS

T0 0.3 0,2
Tl 0.3 0,1
V3 0.3 0,1
V2 0.3 0,1
V1 0.3 0,1

70 DDS
0,2
0,2
0,2
0,2
0,3

2-H. Andlisis de varianza para macroagregados del suelo de tamafio >2 mm en cada época de

muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacién: 68%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4  87.2905040  21.8226260 1.18 0.3487
Error 20  369.1499200 18.4574960
Corrected Total 24  456.4404240
70 DDS. Coeficiente de variacion: 41%

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4  2288.471508  572.117877 9.64  0.0002
Error 19  1127.161755 59.324303

Corrected Total 23  3415.633262

Porcentaje de macroagregados (>2 mm) para cada tratamiento en cada época de

muestreo.

Tratamiento % macroagregados

36 DDS 70 DDS

TO 9,2 6,2
T1 4,2 6,5
V3 4,4 24,5
V2 7,3 24,6
V1 6,4 29,5
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2-1. Analisis de varianza para microagregados del suelo de tamafio <0.25 mm en cada época

de muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacién: 18.5%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4 1021.226824 255.306706  2.66 0.0626
Error 20 1917.028080  95.851404
Corrected Total 24  2938.254904
70 DDS. Coeficiente de variacion: 15%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 1232511188  308.127797 5.83 0.0031
Error 19 1003.344595  52.807610

Corrected Total 23  2235.855783

Porcentaje de microagregados (<0.25 mm) para cada tratamiento en cada época de

muestreo.

Tratamiento % microagregados

36 DDS 70 DDS

TO 47,6 58,5
Tl 60,9 54,9
V3 60,5 47,0
V2 46,2 42,0
V1 49,6 39,5

2-J. Andlisis de varianza para el didmetro ponderado medio (DPM) en cada época de

muestreo.

36 DDS. Coeficiente de variacion: 19.2%

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 4  0.11898400 0.02974600 241  0.0827
Error 20 0.24636000 0.01231800

Corrected Total 24  0.36534400
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70 DDS. Coeficiente de variacion: 15%

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 4 0.65938333 0.16484583  12.21 <.0001
Error 19  0.25660000  0.01350526

Corrected Total 23  0.91598333

Diametro ponderado medio para cada tratamiento en cada época de muestreo.

Tratamiento % microagregados

36 DDS 70 DDS

TO 0,6 0,5
T1 0,5 0,6
V3 0,5 0,8
V2 0,6 0,9
V1 0,6 1,0

Anexo 3. Rangos para interpretar la estabilidad estructural con relacién al diametro
ponderado medio (DPM).

DPM Estabilidad estructural

(mm)

<05 Inestable
05-15 Ligeramente estable
1.5-3.0 Moderadamente estable
3.0-5.0 Estable

>5.0 Muy estable

Fuente: Montenegro y Malagon (1990).



