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Procedimiento de obtencién de un agente micorrizégeno.
La presente invencién es un procedimiento de obtencion
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recubrimiento una semilla de una planta huésped con al
menos un hongo formador de micorrizas del género Glo-
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de un agente micorrizégeno.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de un agente micorrizégeno. La presente inven-
cién se relaciona con la agricultura y la aplicacién de hongos para mejorar la produccion vegetal, la eficiencia en la
toma de nutrientes, la tolerancia al déficit hidrico, la estructura del suelo y la proteccién contra algunas enfermedades
de la raiz.

Antecedentes de la invencion

En el estado de la técnica se han desarrollado distintos agentes micorrizégenos, en presentaciones de variada
naturaleza, por ejemplo, en estado sé6lido, semisélido o liquido. En general los agentes micorrizégenos conocidos estan
compuestos por esporas de hongos y por propdgulos infectivos de hongos. Estos agentes micorrizégenos presentan el
inconveniente de que la capacidad germinativa de las esporas estd afectada por largos periodos de dormancia, las
esporas no tienen una germinacién uniforme y la concentracidon de propdgulos es baja y no se puede concentrar con la
magnitud deseada.

La presente invencion utiliza arcillas de tipo esmécticas tanto del tipo dioctaédrica como trioctaédricas con alta
plasticidad cuando se humedece y consistente en un material granuloso muy fino, formado por particulas muy peque-
flas cuyo tamaiflo es inferior a 4 micras, y su principal propiedad es la expansion en sistemas de poca disponibilidad
de agua como lo puede ser un sustrato para reproduccion de hongos micorrizicos. Por otra parte es muy importante la
formacién coloidal y disgregacion en presencia de abundante agua a la hora de la aplicacion en los sistemas de riego
localizado. Estas arcillas confieren a los propdgulos situaciones estresantes que aceleran los procesos de germinacién
de las esporas una vez inoculadas las mismas en condiciones de campo. Sin embargo, las arcillas empleadas en otros
agentes micorrizégenos del estado de la técnica son arcillas de tipo caolinitas que no poseen elevada reactividad en
términos tanto de sustitucién de iones como de placas de intercambio, siendo este un factor limitante en la mayor
expresion de propagulos micorrizicos.

Por otra parte, los agentes micorrizégenos fabricados hasta el momento tienen un limite natural de propagulos
micorrizégenos, y ello se debe a que el procedimiento de obtencion no conlleva la concentracién de mayor cantidad
de propagulos especificos.

El problema que plantea la técnica es la obtencién de un agente micorrizégeno que comprenda esporas que no
estén afectadas por largos periodos de dormancia y que comprendan una alta concentracion de propdgulos infectivos.
La solucién que propone la presente invencién es un procedimiento de obtencién de un agente micorrizégeno, en el
que se cultiva una planta huésped en ciclos de riego de entre 7 y 10 dias de duracion sobre un sustrato de reproduccién
que comprende arcillas esmécticas.

Descripcion de la invencion

La presente invencién es un procedimiento de obtencién de un agente micorrizégeno, que comprende:

a) inocular por recubrimiento una semilla de una planta huésped con al menos un hongo formador de mi-
corrizas del género Glomus,

b) cultivar dicha planta en ciclos de riego de entre 7 y 10 dias de duracién sobre un sustrato de reproduc-
cién que comprende arcillas esmécticas en un porcentaje mayor del 52% respecto del peso total de dicho
sustrato,

¢) interrumpir dicho riego durante un periodo igual o mayor de 20 dias,

d) eliminar la parte aérea de la planta y extraer el sustrato,

e) molturar dicho sustrato a una temperatura entre 25 y 30°C para obtener dicho agente micorrizégeno.

En la presente invencién se entiende por “inocular por recubrimiento” a recubrir directamente las semillas de la
planta huésped con cepa pura del hongo micorrizégeno seleccionado, utilizando entre un 5 y un 40% del peso de la
semilla a sembrar.

En la presente invencién se entiende por “planta huésped” a la planta colonizada por el hongo formador de mi-

corrizas y que alberga a su vez el hongo en sus raices, y que estd seleccionada de entre el grupo compuesto por Lollium
Spp., Sorghum spp., Brachiaria spp., Penisetum spp. y Paspalum spp.
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En la presente invencioén se entiende por “sustrato de reproduccién” a un sustrato sobre el que crece la planta
huésped inoculada con un hongo formador de micorrizas y que comprende arcillas esmécticas en un porcentaje mayor
del 52% respecto del peso total de dicho sustrato.

En la presente invencién se entiende por “ciclos de riego” al tiempo que transcurre entre riegos. Dichos riegos
aportan entre el 40 y el 50% de agua al cultivo para este tipo de sustrato evitando que se llegue al punto de marchitez.

En la presente invencién se entiende por “molturar” a moler en un molino criogénico por sistema de enfriamiento
de Nitrégeno liquido a una temperatura de trabajo entre 25 y 30°C.

El hecho de desarrollar un sistema de micorrizacién sobre un sustrato con las caracteristicas de la arcilla de tipo
Esméctica, provoca que existan placas microscopicas que se liberan en presencia de cantidades infimas de agua, dando
lugar a la entrada de propdgulos micorrizicos que van a enriquecer el sustrato, ya que las placas que componen dicha
arcilla contienen abundantes iones de Na que suelen ser intercambiados muy facilmente por otras moléculas que aporta
el hongo micorrizico.

El hongo desarrolla durante la fase de sequia una fuerte produccion de micelio externo que a su vez va aparejado
de una gran produccién de esporas y durante la aplicacién de agua y de sequia, estos propagulos van enriqueciendo la
estructura a medida que crece el cultivo.

La propia esmectita alcanza una gran viscosidad que unida a las propiedades del agente floculante es capaz de
mantenerse en dispersion mas facilmente que una arcilla de otro tipo.

Las ventajas técnicas del uso de arcillas esmécticas en el procedimiento de la invencion otorgan actividad inventiva
a la presente invencion.

El cultivo se realiza en camas de reproduccion que tienen una altura inferior a 30 cm, donde se deposita el sustrato
de reproduccién y las semillas de las plantas huésped.

Durante el ciclo de reproduccién del agente micorrizégeno, se riega con ciclos de humedad y sequia de entre 7 y
10 dias de duracién, aportando entre el 40 y el 50% de agua al cultivo para este tipo de sustrato, lo que favorece la
produccién de propdgulos infectivos.

El cultivo se prolonga durante un periodo de mds de 90 dias de duracién. Cuando faltan 20 dias para que termine el
cultivo, se procede a retirar el riego y secar lentamente sin que se le adicione nada de agua, de manera que se acelere la
produccion de propagulos paulatinamente, a medida que la planta va perdiendo toda la humedad. Se tapan los canteros
con plasticos impermeables para evitar que se mojen en caso de lluvia.

Una vez seco, se elimina la parte aérea de la planta huésped y se procede a extraer el sustrato s6lido que contiene
una mezcla de propdgulos micorrizicos (raicillas colonizadas, micelio fingico y esporas de resistencia). El agente
micorrizégeno contiene valores elevados de micelio externo en un rango entre 7 y 300 mg por g sustrato y esporas
entre 120 y 300 esporas por g sustrato.

El producto una vez molturado se envasa mezcldandolo previamente con goma xantano, o goma arabica o carboxi-
metil celulosa en un rango desde 0,2 hasta 5% de acuerdo a su lugar de aplicacidn, para que el producto se mantenga en
suspension durante la aplicacién en los tanques de fertilizacién. De forma que una realizacién preferible es un proce-
dimiento de la invencion donde se afiade al menos un agente floculante a dicho agente micorrizégeno. Una realizacién
mas es un procedimiento de la invencién donde dicho agente floculante estd seleccionado de entre el grupo compuesto
por goma xantano, goma ardbica y carboximetil celulosa. Y otra realizacion es que dicho agente floculante esté a una
concentracion entre 0,2 y 5% respecto del peso total.

Los hongos formadores de micorrizas que se utilizan en la presente invencién han sido seleccionados buscando
que se establezca una asociacion con la planta huésped, y que esta asociacién sea muy efectiva. Se ha seleccionado
un grupo de especies pertenecientes al género Glomus y se reproducen de manera individual cada vez que se realiza
alguna reproduccion, segun el tipo de suelo en que se vayan a utilizar posteriormente como agente micorrizégeno. De
forma que una realizacion preferible es un procedimiento de la invencién donde dicho hongo estd seleccionado de entre
el grupo compuesto por Glomus clarum, Glomus spurcum, Glomus manihotis, Glomus mosseae, Glomus etunicatum,
Glomus fasciculatum, Glomus intarradices, Glomus hoi y Glomus sp.

La planta huésped se inocula directamente por recubrimiento de sus semillas con cepa pura del hongo micorrizége-
no seleccionado, utilizando la cantidad de agente micorrizégeno entre un 5 y un 40% del peso de la semilla a sembrar.
De forma que una realizacién més es un procedimiento de la invencién donde dicha inoculacién se realiza con una
cantidad de dicho hongo entre un 5% y un 40% respecto del peso de la semilla.

Para condiciones de suelos acidos (entre 3.5 y 5.5 pH) se utiliza Glomus clarum, Glomus spurcum, Glomus mani-
hotis, Glomus mosseae, Glomus etunicatum y otras especies del género Glomus. Para condiciones de suelos neutros
y alcalinos (rango de pH entre 5.6 y 8.9) se utiliza Glomus fasciculatum, Glomus intarradices, Glomus hoi, y otras
especies del género Glomus.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364 684 Al

La planta huésped se selecciona de acuerdo a las necesidades de la simbiosis, periodo del afio, pluviometria, clima,
sustrato y necesidades nutricionales. De forma que una realizacion preferible es un procedimiento de la invencién
donde dicha planta huésped estd seleccionada de entre el grupo compuesto por Lollium spp., Sorghum spp., Brachiaria
Spp., Penisetum spp. y Paspalum spp.

El sustrato de reproduccién comprende exclusivamente arcillas o una mezcla que comprende diversos materiales
como son: arcillas esmécticas dioctaédrica o trioctaédricas entre 52 y 72,7%, materia orgdnica (que puede estar in-
troducida o contenida en forma de limo) entre 25 y 40%, arena silice entre 2 y 5%, acidos filvicos entre 0,2 y 2%
y dcidos himicos entre 0,1 y 1%, respecto del peso total del sustrato. De forma que una realizacién preferible es un
procedimiento de la invencién donde dicho sustrato de reproduccién comprende arcillas esmécticas entre 52 'y 72,7%,
materia orgdnica entre 25 y 40%, arena silice entre 2 'y 5%, 4acidos fuilvicos entre 0,2 y 2% y dcidos himicos entre 0,1
y 1%, respecto del peso total del sustrato, donde la suma de todos los porcentajes no supera el 100%. Una realizacién
mads es un procedimiento de la invencién donde dichas arcillas esmécticas estin seleccionadas de entre el grupo com-
puesto por Montmorillonita, Beidellita y Nontronita. Y otra realizacién es un procedimiento de la invencién donde
dicha materia orgédnica es limo.

La molturacién se realiza utilizando un molino criogénico por sistema de enfriamiento de Nitrégeno liquido que
garantiza una temperatura de trabajo entre 25 y 30°C y un tamaiio de particula por debajo de las 100 um, lo cual le
permite posteriormente aplicarlo a través de los sistemas de riego sin que se quede material bioldgico en los filtros
de las instalaciones, por lo general de 120 um o superiores. De forma que una realizacién mas es un procedimiento
de la invencion donde dicha molturacion se realiza por enfriamiento con nitrégeno liquido. Y otra realizacién es un
procedimiento de la invencién donde dicho agente micorrizogeno presenta un tamafio de particula inferior a 100 yum.

La molturacién conlleva multiplicar la cantidad de fragmentos de hifas con una elevada capacidad de multiplicacién
que garantiza valores de hifas en un rango de infectividad determinado por el método de Porter entre 0,1 x 10° y 1,2 x
10°, poblaciones de esporas de Glomus que contengan esporas en un rango de 100 a 60 um y fragmentos de raicillas
colonizadas, restos de hifas intracelulares con elevada capacidad colonizadora, obteniéndose un agente micorrizogeno
con todas las potencialidades bioldgicas desarrolladas.

Otra realizacion de la invencion es un agente micorrizégeno obtenido segun el procedimiento de la invencién.

El modo de aplicacion del agente micorrizogeno depende del tipo de planta y cultivo. A modo de ejemplo, se indica
el modo de aplicacién en algunos casos concretos:

- En la produccién de viveros de citricos y frutales: aplicaciéon localizada debajo de las semillas de 10 g de
producto/bolsa.

- En los cultivos de hortalizas tanto en calle como en invernaderos: aplicar 3 kg/hectdrea en el tanque de fertirri-
gacion.

- En los cereales sembrados con maquinas: recubrir la semilla correspondiente a sembrar en una hectarea entre 3
y 5 kg.

- En las plantaciones de citricos, frutales y olivares establecidas: se inoculan en el caso de riego localizado a
través del tanque de fertiriego 5 kg/hectarea.

- En las plantaciones establecidas en secano: se aplica a razén de 100 g por arbol, de forma localizada en las
zonas de goteo.

- En las plataneras: se aplica a razén de 100 g/plantén, al término de la cosecha.

De forma que una realizacién preferible es el uso del agente micorrizégeno obtenido segtin el procedimiento de
la invencién como emulsionante para el riego de una planta. Otra realizacién preferible es el uso de la invencién para
su aplicacién por debajo o por recubrimiento de la semilla de una planta. Y otra realizacién preferible es el uso de la
invencién para la aplicacién sobre el suelo que rodea a una planta. Otra realizacion es el uso de la invencién donde
dicha planta esta seleccionada de entre el grupo compuesto por hortaliza, citrico, frutal, olivo, cereal y platanera.

El agente micorrizégeno es un producto listo para ser aplicado en campo a través de los sistema de riego localizado,
garantizando que llegue a las plantas con todos los propagulos micorrizicos y en especial el micelio extramatrico
que por su elevada capacidad regeneradora una vez aplicados en el sistema de riego, son capaces de promover la
colonizacién micorrizica de forma rdpida sin tener la dormancia de las esporas, lo cual le confiere una fuerte capacidad
colonizadora, desarrollando una respuesta positiva en los cultivos.

El agente micorrizogeno presenta una viabilidad comprobada de 24 meses y puede ser 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.
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Modos de realizacion preferente
Materiales y métodos comunes a todos los ejemplos
Medidas de la colonizacion micorrizica

Se analiz6 la intensidad micorrizica a partir del andlisis de raicillas de plantas. Estas raicillas fueron lavadas y se
utilizaron dos métodos de deteccién, uno basado en una tincién no vital, con azul de tripano y un método histoquimico
con colorante vital a base de sales de tetrazolium que expresa la actividad succinato deshidrogenasa. Estos métodos
permitieron comparar la cantidad de biomasa flingica viva dentro del sistema micorrizico. En todos los casos las
muestras fueron observadas en un microscépico estereoscopico y un microscopio compuesto, Olympus.

Medidas de intercambio gaseoso y eficiencia en el uso del agua

Se midieron los pardmetros de intercambio gaseoso (fotosintesis neta (Fn) y conductancia estomdtica (Gs)) en las
plantas, utilizando el LICOR LI-6400 Portable PhotosynthesisSystem. Todas las medidas se realizaron a mediodia
solar y una semana después de la aplicacion de los productos. La eficiencia en el uso del agua (EUA) se determiné por
el cociente Fn/Gs.

Ejemplo 1
Efecto del riego sobre la calidad de los propdgulos micorrizicos del agente micorrizogeno

Se determind el efecto del estrés de sequia en el desarrollo de Lollium perenne y los propagulos micorrizicos
durante el desarrollo del agente micorrizégeno. Las semillas de Lollium perenne se inocularon con el hongo Glomus
sp. sobre un sustrato de reproduccion esmectita (60%): limo (35%): arena (5%).

La evolucién de los diferentes componentes de la simbiosis micorrizicas, durante el ciclo del desarrollo del inocu-
lante, arrojé que el desarrollo micorrizico se ve favorecido por ciclos de riego entre 7 y 10 dias aportando el 50% de
agua al cultivo para este tipo de sustrato (50%), en vez de aportando el 100% (Tabla 1).

TABLA 1

Influencia de los ciclos de riego en la produccion de inoculantes micorrizicos a los 15, 30, 60 y 120 dias
de cultivo de Lollium perenne inoculado con Glomus sp. Ciclos de riego: Riego al 100% cada 2 dias,
Riego al 50% entre 7'y 10 dias.

Dias de 15 30 60 120
Sembrado

R100 [R50 [ R100 | R50 R100 | R50 R100 | R50
ME mg/g 25 24 15b 321a | 46.3b | 162,6a |70.2b |[300.2a
suelo
Esporas/g 125 129 |30b 24 a 66 b 114 a 100b | 300a
suelo
Colonizacion 11,2 10,2 1 25,3b | 26,5a | 452b | 556a 50,2 52,3
fungica

ME: Micelio externo. R50: Riego al 50%. R100: Riego al 100%. Letras iguales en la

misma fila no presentan diferencias significativas para p =2 0.001.

Ejemplo 2

Respuesta fisiologica y nutricional del melon a diferentes dosis de agente micorrizogeno bajo diferentes condiciones
de fertirrigacion

Se utilizaron plantas de melén creciendo en un invernadero con sistema de enfriamiento tipo cooling, ubicado en la
finca experimental del Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC), Murcia, Espafia. Ciento
veinte plantas jovenes procedentes de vivero, fueron trasplantadas a macetas de 5 L de capacidad que contenian un
sustrato compuesto de suelo procedente de un campo de cultivo préximo.

Se utiliz6 un disefio experimental del tipo completamente aleatorizado, con doce tratamientos y 10 observaciones
por variante. Los tratamientos estudiados fueron los siguientes:

T1: Fertilizacién completa (100%) + Riego completo (100%)

T2:  Fertilizacién completa (100%) + Riego completo (100%) + Micorrizas
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T3:  Fertilizacién reducida (70%) + Riego completo (100%)

T4:  Fertilizacion reducida (70%) + Riego completo (100%) + Micorrizas

T5:  Fertilizacion baja (50%) + Riego completo (100%)

T6:  Fertilizaciéon baja (50%) + Riego completo (100%) + Micorrizas

T7:  Fertilizacién completa (100%) + Riego reducido (70%)

T8:  Fertilizacién completa (100%) + Riego reducido (70%) + Micorrizas

T9:  Fertilizacién reducida (70%) + Riego completo (70%)

T10: Fertilizaciéon reducida (70%) + Riego completo (70%) + Micorrizas

T11: Fertilizacion baja (50%) + Riego completo (70%)

T12: Fertilizacion baja (50%) + Riego completo (70%) + Micorrizas.

La aplicacién de los nutrientes y del agente micorrizdgeno se llevo a cabo a través del propio sistema de fertiriego,
mediante un sistema de inyeccién especifico que permiti6 realizar los distintos tratamientos de modo diferencial y

simultdneo.

Las medidas de colonizacién micorrizica, el crecimiento vegetal, los valores de intercambio gaseoso y los valores
de clorofila fueron medidos a los treinta y sesenta dias después de la aplicacion de los tratamientos.

Los resultados obtenidos han permitido comprobar que a los treinta dias de ensayo, el porcentaje de colonizacién
micorrizica en todos los tratamientos con agente micorrizégeno estaba en torno al 20-25%, frente a los valores proé-
ximos a 2% observados en los tratamientos control. Este porcentaje de colonizacién estuvo muy bien correlacionado
con la cantidad de micelio observado a nivel radicular (Tabla 2).

A los treinta dias de tratamiento también se pudo observar que tanto el peso fresco, como el peso seco por planta
se vio significativamente incrementado por la presencia de micorrizas, independientemente del tratamiento de fertirri-
gacion utilizado (Tabla 2).

TABLA 2

Peso fresco (g/planta), peso seco (g/planta), % colonizacion y micelio en plantas de melon sometidas a diferentes
tratamientos de fertirrigacion (100-70 Agua, 100-70-50 Fertilizantes) e inoculacion de micorrizas (M).
Registros tomados a los 30 dias de aplicacion de los tratamientos

Tratamientos P fresco P seco % Colonizacién Micelio
1 (100A100F) 347,00 37,93 2,75 0,006
2 (100A100F) M 397,2 48,62 20,5 0,293
3 (100A70F) 432,25 45,53 3,50 0,018
4 (100A70F) M 455 52,8 28,5 0,319
5 (100A 50F) 449,50 46,25 2,25 0,005
6 (100A 50F) M 388.,4 47,28 22,5 0,256
7 (70 A 100F) 344,50 34,63 2 0,011
8 (70 A 100F) M 376.,4 40,02 29,00 0,313
9 (70 A 70F) 346,75 34,10 4,25 0,021
10 (70A70F)M 375,2 35,06 25,00 0,291
11 (70 A 50F) 388,00 39,83 2,25 0,005
12 (70 AS0F) M 392,4 34,58 19,00 0,188
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La evolucién de determinados pardmetros de intercambio gaseoso como la Fotosintesis Neta (Fn) y el nivel de
conductancia estomdtica (Gs), también se vieron sensiblemente afectados por los efectos de los tratamientos, espe-
cialmente después de 60 dias de aplicacién de los mismos (Tabla 3). Los valores de fotosintesis fueron siempre mas
elevados en las plantas micorrizadas, atin cuando estas estuviesen expuestas a condiciones de riego y fertilizacién redu-
cidas. De hecho, el valor més elevado de fotosintesis después de 60 dias de aplicacion de tratamiento fue el encontrado
en el tratamiento bien regado, con un nivel bajo de fertilizacién, pero micorrizado (Tabla 3).

TABLA 3

Efectos de los tratamientos de fertirrigacion y micorrizas sobre la fotosinteis neta (Fn) (umol CO, m™ s7!)
y la conductancia estomdtica (Gs) (umol H,O m™* s7') a los 30 y 60 dias de
aplicacion de los tratamientos

Tratamientos 30 dias 30 dias 60 dias 60d
Fn Gs Fn Gs

1 (100A100F) 13,7 £+ 4,35 0.247 +0.106 7.86 £ 0.88 0.12+0.12
2 (100A100F) 24.69 + 4.80 0.497 + 0.241 8.39 + 1.66 0.12+£0.04
M

3 (100A70F) 1265224 0.272+0.078 5.13+1.07 0.07 £0.02
4 (100A70F) M 24.26 + 4.67 0.491+0.182 9.18+0.13 0.13+0.01
5 (100A 50F) 28.34 £ 2.62 0.503+0.058 5.60+2.52 0.10 £ 0.04
6 (100A 50F) 10.79 £ 0.86 0.104 £+ 0.010 10.83+0.8 0.14 £ 0.04
M

7 (70 A100F) 9.13 £0.10 0.076 £ 0.001 5.64+2.23 0.15+0.03
8 (70 A100F) 9.10+0.49 0.071 £0.004 6.73+1.42 0.12+£0.04
M

9 (70 A70F) 8.52 +2.82 0.079£0.014 4.60 = 0.01 0.02 £ 0.01
10 (70A70F) 9.65+4.56 0.115+0.106 5.24+0.19 0.06 £ 0.01
M

11 (70 AS0F) 6.73 £ 0.08 0.038 £0.001 6.67 +2.95 0.16 £ 0.07
12 (70 AS0F) 9.73+0.79 0.097 £0.031 9.61+1.83 0.11 £ 0.04

M

Esta evolucion de la fotosintesis tuvo que ver con la concentracién de clorofilas medidas en los diferentes tra-
tamientos tras 30 y 60 dias de ensayo, en donde se aprecia también claramente el aumento del pardmetro SPAD,
que expresa la concentracion de clorofila medida a través de espectroscopia y se expresa en unidades de SPAD.
(Tabla 4).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 4

Tratamientos 30 dias

60 dias Tratamientos

30dias 60 dias

SPAD
1 (100A100F) 50,48
2 (100A100F) 52,67
M
3 (100A70F) 41,4
4 (100A70F) 47,7
M
5 (100A 50F) 38,52

6 (100A 50F) 42,7533 40,86

M

SPAD

31,8 7 (70 A100F)
40,14 8 (70 A100F) M

30,56 9 (70 A70F)
49,06 10 (70 A70 F) M

33,15 11 (70 A50F)

12 (70 A50F) M

SPAD  SPAD
48,64 36,59
51,26 45
43,96 36,24
45,7 41,77
39,35 34,4
44,1267 55,6

Ejemplo 2

Ensayos de campo con lechuga, tomate de invernadero, tomate de industria y pimiento de invernadero

El ensayo en campo con lechuga fue ejecutado en la localidad de Roche, Campo de Cartagena, con una dosis de
agente micorrizdgeno por ha de 3 kg, un abonado del 100% y el riego segtin las necesidades del cultivo.

Con la aplicacién del agente micorrizégeno se logré un mayor calibre (9-10) con respecto al control bajo el proto-
colo comercial, (11-12), asi como mayores pesos y didmetro ecuatorial. La evolucién de la micorrizacion fue positiva,
incrementdndose a través del tiempo hasta alcanzar valores de 29.5%, en contraste con la nativa que apenas alcanzé

mads alld del 2% (Tablas 5 y 6).

TABLA 5

Desarrollo vegetal de la lechuga

Evolucion de la colonizacion micorrizica

Tratamiento Peso de los cogollos Diametro ecuatorial Calibre
(9) (cm)
Testigo 583.30 12.76a 11-12
Agente 747.70 14.28b 9-10
micorrizégeno
TABLA 6

Tratamientos M1 M2 M3

(30 d) (50 d) 70 d
Control Oa 1.68 a 1.19 a
Agente 3.26b 16.78 b 29.50 b
micorrizégeno

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas para p 2

0.001.
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En un segundo ensayo con lechuga, se evalio la efectividad de la aplicacién del agente micorrizégeno frente a
diferentes dosis de riego. De forma general la aplicacién del agente micorrizogeno generé mayores valores absolutos
que sus homologos sin tratar, lo cual pone de manifiesto una mayor efectividad en su funcionamiento tanto fisiolégico
como de produccién de biomasa con mayor productividad (Tabla 7).

Quizés el dato més relevante fue la falta de diferencias entre el tratamiento micorrizado con solo el 70% del aporte
hidrico con el tratamiento control con el 100% del riego, lo cual significa un ahorro sustancial del elemento agua en
presencia de un producto eficiente.

TABLA 7

Efecto de dosis de riego (100, 70 y 30% de las necesidades hidricas diarias) en el
cultivo de la lechuga

Tratamientos Fotosintesis | Eficiencia del Peso del |Colonizacién
uso del agua Cogollo Micorrizica
(9) (%)
Agente 14001 10163 131.23a 365.56 ¢ 69.50 f
micorriz6geno
70 2.32 bc 57.72b 236.08 cd 48.50 de
30 -0.20 e -23.68d 146.95 ab 24.00 b
Control 100 3.52 bc 75.57 bc 282.34 d 2.00 a
70 0.22d -31.64d 176.07 bc 4.25a
30 -0.48 e -124.01 e 106.57 a 4.00 a

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas para p 2
0.001.

Los resultados alcanzados en el tomate de invernadero y de industria fueron muy similares a los obtenidos en
lechugas. En ambos casos, se produjo un incremento en la produccién, nimero de frutos y biomasa seca, asi como
elevados porcentajes de micorrizacion (Tablas 8 y 9).

En el caso del tomate de industria, no solo se obtuvo un mayor rendimiento, sino que las plantas tratadas con
agente micorrizégeno produjeron mayores ° Brix y una mayor concentracién de clorofila, expresado a través del SPAD,
derivado de la fuerte asociacién que se establece entre el hongo y la planta resultando una mayor tasa fotosintética a
favor de la simbiosis micorrizica (Tabla 9).

TABLA 8

Efecto de la aplicacion de agente micorrizogeno sobre el desarrollo de plantas de
tomate en Invernadero

No No Peso | Biomasa | Colonizacion
Racimos | Frutos fruto fresca Micorrizica
(9) (9) (%)
Control 13 53 2646,1 1253,6 5,3
Agente 15 72 4419,4 1569,5 28,5
micorrizégeno
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TABLA 9

Efecto de la aplicacion de agente micorrizogeno sobre la produccion de biomasa y el rendimiento, Brix y
clorofila (SPAD) de plantas de tomate de industria

Tratamientos | Parcelas | Biomasa |Biomasa| Rendimiento | Brix | SPAD
Fresca Fresca | (Kg. Planta™)
Foliar (g) Raiz (g)
Testigo P1 941,7 90,3 3267,4 4 35,7
P2 906,4 72,1 4451 3.9 35,99
924,05 81,2 3859,2 3,95 | 35,845
Agente P1 1536,7 132 5566,2 4.1 45,03
micorrizdgeno
P2 1328 153 5617,3 4,2 48,23
1432,35 142,5 5591,75 4,15 | 46,63

Finalmente se estudié el efecto de la aplicacién de agente micorrizégeno sobre el desarrollo del pimiento en
invernadero. Las plantas inoculadas no solo produjeron mayores kg de pimiento por metro cuadrado, sino que se logré
un mayor porcentaje de calibres extra y primera, favoreciendo la rentabilidad del cultivo (Tabla 10).
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TABLA 10
Categoria Kg Frutos
Extra 38,20 162
Primera | 70,27 314
Segunda| 69,17 377
Testigo Tercera | 29,68 197
Cuarta 0,00 0
Quinta 6,41 56
Sexta 26,66 248
Totales | 240,39 1.354
Kg. por m? 9,34
Categoria Kg Frutos
Extra 39,16 159
Primera | 90,66 400
Segunda | 69,41 378
Agente Tercera | 33,99 225
micorrizogeno Cuarta 0.00 0
Quinta 8,94 77
Sexta 29,11 267
Totales | 271,27 1.506
Kg. por m? 10,54

11
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de obtencién de un agente micorrizégeno, que comprende:

a) inocular por recubrimiento una semilla de una planta huésped con al menos un hongo formador de mi-
corrizas del género Glomus,

b) cultivar dicha planta en ciclos de riego de entre 7 y 10 dias de duracién sobre un sustrato de reproduc-
cién que comprende arcillas esmécticas en un porcentaje mayor del 52% respecto del peso total de dicho
sustrato,

¢) interrumpir dicho riego durante un periodo igual o mayor de 20 dias,

d) eliminar la parte aérea de la planta y extraer el sustrato,

e) molturar dicho sustrato a una temperatura entre 25 y 30°C para obtener dicho agente micorrizégeno.

2. Procedimiento segtin reivindicacion 1, caracterizado por que se afiade al menos un agente floculante a dicho
agente micorrizégeno.

3. Procedimiento segin reivindicacion 2, caracterizado por que dicho agente floculante estd seleccionado de entre
el grupo compuesto por goma xantano, goma ardbica y carboximetil celulosa.

4. Procedimiento segtin reivindicacion 3, caracterizado por que dicho agente floculante estd a una concentracién
entre 0,2 y 5% respecto del peso total.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que dicho hongo esta seleccio-
nado de entre el grupo compuesto por Glomus clarum, Glomus spurcum, Glomus manihotis, Glomus mosseae, Glomus
etunicatum, Glomus fasciculatum, Glomus intarradices, Glomus hoi y Glomus sp.

6. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que dicha inoculacién se realiza
con una cantidad de dicho hongo entre un 5% y un 40% respecto del peso de la semilla.

7. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que dicha planta huésped esta
seleccionada de entre el grupo compuesto por Lollium spp., Sorghum spp., Brachiaria spp., Penisetum spp. y Paspalum

Spp.

8. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que dicho sustrato de repro-
duccién comprende arcillas esmécticas entre 52 y 72,7%, materia organica entre 25 y 40%, arena silice entre 2 'y 5%,
dcidos fulvicos entre 0,2 y 2% y dcidos hiimicos entre 0,1 y 1%, respecto del peso total del sustrato, donde la suma de
todos los porcentajes no supera el 100%.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que dichas arcillas esmécticas
estdn seleccionadas de entre el grupo compuesto por Montmorillonita, Beidellita y Nontronita.

10. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que dicha materia orgdnica
es limo.

11. Procedimiento segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado por que dicha molturacién se
realiza por enfriamiento con nitrégeno liquido.

12. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que dicho agente micorrizo-
geno presenta un tamafio de particula inferior a 100 um.

13. Agente micorrizégeno obtenido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
14. Uso del agente micorrizégeno segtin reivindicacién 13 como emulsionante para el riego de una planta.

15. Uso del agente micorrizogeno segun reivindicacion 13 para su aplicacién por debajo o por recubrimiento de la
semilla de una planta.

16. Uso del agente micorrizégeno segun reivindicacién 13 para la aplicacién sobre el suelo que rodea a una planta.

17. Uso del agente micorrizogeno segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, caracterizado por que dicha
planta estd seleccionada de entre el grupo compuesto por hortaliza, citrico, frutal, olivo, cereal y platanera.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130566

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 EP 1840110 Al (INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS 03.10.2007
AGRICOLAS (INCA))

D02 EP 0314439 A2 (NATIVE PLANTS INCORPORATED) 03.05.1989

D03 US 5178642 (CAROL A. JANERETTE) 12.01.1993

D04 US 4294037 (NATIONAL RESEARCH DEVELOPMENT 13.10.1981
CORPORATION)

D05 WO 2009090220 Al (UNIVERSITE CATHOLIQUE DE 23.07.2009
LOUVAIN)

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la invencién tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-17, es un procedimiento para la obtencion de un
agente micorrizogeno, basado en inocular por recubrimiento una semilla de una planta huésped con un hongo del género
Glomus, cultivar dicha planta en un sustrato con arcillas esméticas en ciclos de riego, eliminar la parte aérea de la planta,
extraer el sustrato y molturarlo para obtener dicho agente micorrizégeno (reiv. 1-12). Es también objeto de la invencion el
propio agente micorrizégeno (reiv. 13) y sus usos (reiv. 14-17).

Novedad y Actividad Inventiva (art. 6.1y 8.1 Ley 11/1986 de Patentes)

El documento DOl divulga un proceso para la obtencion de un inéculo liquido de hongos micorrizogenos. El proceso
consiste en sembrar la planta huésped en un sustrato reproductivo e inocular las semillas con el hongo por debajo de las
mismas. Al finalizar el ciclo de la planta la parte aérea se elimina, se extrae el sustrato y por métodos de decantacion se
extraen los propagulos del hongo, se centrifuga y posteriormente los distintos componentes del agente micorrizogeno se
separan y se les afiade una solucién acuosa, obteniendo de esta forma el indculo liquido (ver columna 3 linea 39 - columna
4 linea 45).

El documento D02 divulga un procedimiento para la obtencién de inéculos de agentes micorrizégenos. Los propagulos (por
ejemplo fragmentos de raices de hongos micorrizoégenos) se producen mediante su asociacion con las raices de las plantas
huésped y son posteriormente recogidos de los sustratos de cultivo. Una vez aislados, se cortan en fragmentos junto con un
emulsionante o floculante para obtener, de esta forma el inéculo (ver pagina 3 linea 51 - pagina 4 linea 3).

El documento D03 divulga un método para la producciéon de agentes micorrizégenos, basado en crecer el micelio del hongo
seleccionado, en cultivo o en un medio sélido (de agar), y todo ello se afiade, libre de contaminacion, a unos recipientes con
perlita y una solucién nutritiva para el cultivo de los micelios in vitro. Tras unos 3 meses de incubacién, se obtiene el
producto listo para ser usado (ver columna 2 lineas 18-48).

El documento D04 divulga un proceso para la produccion de hongos micorrizogenos en raices de plantas en cultivo sin
sustrato, estando las raices de dichas plantas bafiadas con una solucion nutritiva. Posteriormente las raices son cortadas en
pequefios fragmentos para obtener el inéculo y poder ser utilizado para aplicarlo en distintas plantas.

El documento D05 divulga un procedimiento para la producciéon de hongos micorrizégenos in vitro, basado en el crecimiento
del hongo en simbiosis con una planta pre-micorrizada y libre de contaminacién microbiana, en una solucién nutritiva. Tras 2
0 3 meses se recoge el hongo y se separa de la planta y se corta en fragmentos mediante un homogenizador, donde cada
fragmento representa un propagulo. Por otro lado se recogen las semillas, que se pueden combinar con los propagulos para
posteriormente inocular distintas plantas (ver pagina 2 linea 12 - pagina 5 linea 22).

Ninguno de los documentos del estado de la técnica anterior a la solicitud, tomados solos o en combinacion revelan la
invencion definida en las reivindicaciones 1-17. Ademas, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al
experto en la materia hacia la invencién definida en dichas reivindicaciones. Asi, la invencion contenida en las
reivindicaciones 1-17 es con referencia a los documentos D01-D05 nueva y se considera que implica actividad inventiva (art.
6.1y 8.1 Ley 11/1986 de Patentes).
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