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PRODUCCION DE INOCULANTE MICORRIZICO DE DOS GENEROS FUNGICOS
ARBUSCULARES CONSIDERANDO TAMANO DE PARTICULA Y MEZCLAS DE
SUSTRATOS
Arturo Jiménez Martinez, M.C.

COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2013

Para la produccién de inoculante se probaron dos hongos en mezclas de sustratos y
tamarnos de particula se realizaron dos experimentos. En el primero, para la produccion
de Gi. gigantea se probaron dos tipos de bonote de coco: granular (Bg) y fibroso (Bf) en
mezcla con piedra pédmez (P) y tezontle (T), con tres tamafos de particula (< 0.6 mm,
0.6-1 mm, 1-2 mm) en proporcion 3:1 v/v, Adicionalmente, se probé una mezcla Bg:P:T,
6:1:1 v/iv de 1-2 mm y una mezcla con turba: agrolita: vermiculita (Tur:A:T) a granel,
2:1:1v/v como tratamiento testigo. Se utilizdé lechuga como planta hospedera. A los 75
dias después de la siembra (dds), los sustratos que favorecieron mayor colonizacion
micorrizica fueron: Tur:A:V, Bg:P:T 1-2 mm vy los sustratos de granulometria de 0.6-1
mm. El mayor nimero de esporas (20 esporas g sustrato seco) se obtuvo en Tur:A:V.
El estudio micromorfolégico mostré6 que en el sustrato Tur:A:V, las esporas se
distribuyeron en poros de empaquetamiento complejo (PEC), mientras que en Bg:P:T
ademas de PEC, se localizaron en las vesiculas fracturadas de tezontle. En el segundo
experimento, los sustratos que se emplearon para la produccién de inoculantes de Gi.
gigantea y Funneliformis mosseae fueron Bg:P:T y Tur:A:V (1-2 mm) y lechuga como
planta hospedera. Se usaron sensores de humedad in situ (80 dds) y se calculé la
actividad de estructuras micorrizicas internas con tincion vital. La produccion de
esporas fue similar entre los diferentes tratamientos pero en Bg:P:T fue donde se
encontré el mayor nimero de Gi. gigantea (0.43 g' de sustrato seco), ademas.
demandaron agua en forma mas continua en comparacion que las colonizadas por F.
mosseae. Esto ultimo podria deberse a que dichas mezclas y tamanos de particulas
aunque no favorecieron la produccion de esporas, mantuvieron las estructuras
intrarradicales activas. La produccion de inoculante no se relacion6 con la efectividad
en la planta hospedera en mezclas de sustratos, por lo que es necesario determinar las
condiciones de temperatura, humedad y granulometria en las cuales la produccion de

esporas puede estimularse.
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In order to produce mycorrhizal inoculum two greenhouse experiments were carried out
using different growing media and mixtures of particle sizes. The first one, Gigaspora
gigantea were tested using coconut fiber (Cf) and granular (Cg) mixed with pumice (P)
and volcanic scoria (Vs), with three particle sizes (<0.6 mm, 0.6-1 mm, 1 - 2 mm), and
3:1 ratio v/v. Also we use others mixtures of Cg:P:Vs, 6:1:1 v/ v of 1-2 mm and a
mixture or peat moss: agrolite: vermiculite (Pm:A:V) in bulk material, 2:1:1 v/v as control
treatment. Lettuce was used as a host plant. At 75 days after planting (DAP), the
growing media that favored greater mycorrhizal colonization were: Pm:A:V, Cg:P:Vs 1-2
mm mixture and 0.6-1 mm particle size. The higher number of spores (20 spores g™ dry
substrate) was obtained in Pm:A:V. Micromorphological analysis showed that in Pm:A:V
mixture, the spores are located on complex packing voids (PPV), where the air capacity
and water retention were suitable for their developing, while in Cg:P:Vs. Moreover than
PPV the spores were localized in the external vesicles of volcanic scoria where the
water was stored. In the second experiment, the production of inoculant of Gi. gigantea
and Funneliformis mosseae was evaluated using mixtures of Cg:P:Vs and Pm:A:V (1-2
mm) and lettuce as host plant. Moisture sensors in situ were used in each treatment (80
DAP) and the activity of the internal mycorrhizal structures was calculated with vital
staining technique. Our finding showed that the inoculum mycorrhizal are related with
the mixtures and water retention. The spores production was similar between
treatments but in Cg:P:Sc had the higher number of Gi. gigantea (0.43 g-1 dry
substrate) and the greater water consumption; in contrast with plants colonized by F.
mosseae. The latter, the mixture and particle size limited the development spores
production although active intraradical structures were remained. We conclude that
mycorrhizal inoculum production was not associated with the host plant effectiveness in
different growing media; therefore, it is necessary to determine the temperature,

granulometry and humidity conditions in which spore production can be stimulated.
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CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA

1.1 Micorriza arbuscular

El término micorriza (hongo-raiz) se acuind en 1885, para describir la asociacion
simbidtica que ocurre entre la mayoria de las plantas terrestres con cierto grupo de
hongos (Allen, 1996). Aunque hay diferentes tipos de asociacion micorrizica, la
micorriza arbuscular es la que se encuentra en la mayoria de los ecosistemas
terrestres, asi como en los agroecosistemas (Feldmann et al., 1989).

En esta simbiosis, ambos organismos (planta y hongo) se benefician (Allen y
Allen, 1984). Por un lado, el hongo obtiene de la asociacion fotosintatos que la
planta le provee, ademas de un nicho para desarrollarse y protegerse. Por otro
lado, estos hongos pueden mejorar la nutricion mineral de la planta como P, Cu,
Zn, N, Mn, S y Fe (Smith y Read, 1997), debido a que las hifas tienen mayor
capacidad que las raices para explorar el suelo (Friese y Allen, 1991). En
consecuencia a través de estas estructuras micorrizicas se establece un vinculo
mas estrecho entre la planta y el suelo (Gianinazzi et al., 1990; Blanco y Salas,
1997).

Se presume que 85% de las especies vegetales descritas se encuentran
colonizadas por hongos micorrizico arbusculares (HMA). Estos hongos al
asociarse con las raices de sus plantas hospederas son capaces de completar su
ciclo de vida (Miller et al., 2002); ya que son biotrofos obligados; esto es, que
necesitan de la planta hospedera para sobrevivir y reproducirse (Smith y Read,
1997).

La planta colonizada también adquiere mayor resistencia a condiciones de estrés
ambiental, como por ejemplo: déficit de agua (Clark y Zeto, 2000), tolerancia a
agentes fitopatdogenos (Newshan et al., 1995), asi como a altas concentraciones
de elementos potencialmente toxicos (Gonzalez-Chavez et al., 2004). Ademas de
estimular la pronta floracion, reduccioén en la aplicaciéon de fertilizantes quimicos y
plaguicidas en los suelos para cultivo (Regvar et al., 2003; Russomanno et al.,
2008), lo que propicia mayor productividad en las plantas (Allen et al., 1984; van
der Heijden et al., 1998; Suresh y Bagyaraj, 2002).



1.1.2 Estructuras de los hongos micorrizico arbusculares

Los hongos micorrizico arbusculares son simbiontes obligados de las plantas y se
ubican taxondmicamente dentro del Phylum Glomeromycota. A la fecha existen
cuatro érdenes, 11 familias,17 géneros y 228 especies, de los cuales Glomus es el
mas abundante y ampliamente distribuido (Schipler et al., 2001; Schifler y
Walker, 2010)

El proceso de colonizacion en la mayoria de los géneros formadores de micorriza
inicia cuando la hifa penetra y se desarrolla en la zona intersticial de las células
corticales de la raiz. Posteriormente, hay diferenciacion y se forman las
estructuras fungicas caracteristicas, como son: los arbusculos, vesiculas e hifas
intrarradicales (Allen, 1996).

Al exterior de la raiz se forman redes hifales (micelio externo o extrarradical),
esporas, asi como una estructura ramificada absorbente o “BAS” por sus siglas en
inglés (Branched Absorbing Structure; Bago et al., 1998) y en el caso especifico
de los géneros Gigaspora Yy Scutellospora, células auxiliares (Bianciotto y
Bonfante, 1999).

La estructura fungica ramificada dentro de las células corticales de la raiz
hospedera es el arbusculo. Esta estructura es el punto de contacto e intercambio
de recursos energéticos entre los simbiontes involucrados (Cox y Tinker, 1976). La
fuente energética son compuestos carbonados transferidos por parte de la planta
(fotosintatos) hacia el hongo y de nutrimentos minerales entre el HMA desde su
micelio extrarradical hacia la raiz colonizada (Allen, 1996).

Las vesiculas son las estructuras que contienen a los lipidos y se consideran
como la fuente energética de reserva (Mosse, 1973). En los géneros Gigaspora y
Scutellospora no se forman vesiculas, pero si células auxiliares. Estas son grupos
de células ricas en nucleos y organelos arregladas a manera de racimo (8-16
células), y mantenidas por una hifa extrarradical corta. Sin embargo; aun no hay
evidencia de que las vesiculas estén funcionalmente sustituidas por las células
auxiliares, de manera que se desconoce el significado bioldégico de estas
estructuras (Bianciotto y Bonfante, 1999).

Las esporas son estructuras de resistencia y reproduccion, las cuales al germinar

(propiciado por el alargamiento de la hifa de germinacién) dan lugar a la
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colonizacion de la raiz hospedera. La morfologia de las esporas maduras ha sido
la principal caracteristica en la taxonomia clasica de estos microrganismos para
ser ubicados a nivel de género y especie (Elmes y Mosse, 1984; Varela-Fregoso y
Trejo, 2001).

El micelio, es el conjunto de hifas, capaz de explorar al suelo o sustrato, mas alla
del alcance de la raiz para absorber agua, minerales poco solubles o menos
moviles como: P, Cu y Zn, y mejorar la nutricién del vegetal al que el hongo se
encuentra asociado (Harley y Smith, 1983). La red micelial es componente
esencial en el proceso de los ciclos biogeoquimicos (Barea y Jeffries, 1995),
ademas se involucra en la formaciéon de los agregados del suelo, a través de la

produccion de glomalina (Wright y Upadhyaya, 1999).

La glomalina es una glicoproteina producida por el micelio extrarradical, la cual
estd fuertemente correlacionada con la estabilidad de estos agregados. Se
menciona que ésta actua como pegamento natural entre las particulas asociadas y
materia organica. Lo anterior facilita la aireacion y drenaje del suelo, la
disponibilidad de los minerales, ademas propicia habitat para otros
microorganismos del suelo, y optimiza el crecimiento y desarrollo de la planta

hospedera (Wright y Upadhyaya, 1998).

1.1.3 Produccién de inoculantes micorrizicos

El manejo adecuado de la relacion suelo-planta-HMA es un enfoque promisorio
para el aprovechamiento biotecnolégico en la productividad y sustentabilidad de
los agroecosistemas (Varela-Fregoso y Trejo, 2001). Esto se debe a que las
comunidades de hongos micorrizico arbusculares, en los ecosistemas terrestres,
intervienen en la diversidad, composicién y sucesion vegetal (Gange et al., 1990),
en el balance hidrico (Augé, 2001), habilidad competitiva y sobrevivencia (Allen y
Allen, 1990), asi como en la produccion de biomasa y en la fijacién de carbono
(Thomson et al., 1990). Adicionalmente en los agroecosistemas propician notables
mejoras en productividad y en la absorcion de nutrimentos poco disponibles (van
der Heijden et al., 1998).

Las plantas requieren la reintroduccion de especies micorrizicas eficientes en

escenarios donde existen suelos erosionados o altamente degradados por
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procesos naturales o como consecuencia de actividades humanas, donde se
propicia la ausencia o bajas poblaciones de HMA nativos y donde especies
micorrizicas no son del todo eficientes. Asi como en los viveros donde el sustrato
se fumiga, vaporiza o esteriliza y la flora microbiana se elimina por la presencia de
nematodos, hongos o bacterias fitopatdgenas (Gonzalez-Chavez, 2002).

La produccion de inoculante tiene como objetivo la multiplicacion de los HMA a
través de la utilizacion de diferentes tipos de propagulos para colonizar nuevas
raices, como son las esporas, el micelio extrarradical y los segmentos de raices
colonizadas, en la mayoria de los géneros de los HMA (Friese y Allen, 1991).

De manera general, todos los métodos de propagacion de los HMA comienzan
con el aislamiento de esporas del suelo de alguna localidad especifica o de alguna
coleccion que ya se tenga y que solo se necesite multiplicar a los hongos de
interés. Los indculos, segun sea el objetivo a perseguir, pueden ser de una sola
especie, o bien de un consorcio. Las soluciones nutritivas a utilizar para el
mantenimiento de las plantas deben contener baja concentracion de P, para
propiciar pronta y abundante colonizacién y esporulacion por parte del HMA
(Jarstfer y Sylvia, 1999).

Para la propagaciéon en macetas (Figura 1.1) se utilizan esporas, raices
colonizadas y micelio extrarradical. Estos propagulos se colocan en recipientes
con sustrato estéril, el cual puede estar compuesto por vermiculita, perlita, arena o
suelo (o mezclas entre algunos de estos componentes). Las semillas a utilizar
pueden germinarse o no, antes de colocarlas en la maceta de propagacion. Las
plantas se riegan con agua de la llave o periédicamente con soluciones nutritivas;
esto depende de los materiales de los que esté constituido el sustrato. Después de
tres meses el riego se suspende y se realiza la cosecha de raices, hifas y esporas
obtenidas (Sylvia y Jarstfer, 1994). Los HMA de los géneros Gigaspora y
Scutellospora, las principales fuentes de inoculante son las esporas (Klironomos y
Hart, 2002)



Figura 1.1 Produccién de inoculante micorrizico en suelo

Este método de propagacion es sencillo y de bajo costo; sin embargo, posee alto
riesgo de contaminacién por ingreso de microrganismos patégenos si no se tiene
el suficiente cuidado en la manipulaciéon o en su almacenamiento (Gianinazzi y
Vosatka, 2004). En ocasiones, la cantidad de propagulos obtenidos en el indculo
resultante es menor de lo esperado debido a las caracteristicas fisicas o quimicas
del sustrato que se utiliza, el cual no favorece el proceso de la colonizacidon
micorrizica (Corkidi et al., 2005). Por lo cual, se requieren sustratos que
contribuyan en el establecimiento de abundante sistema radical, asi como en la
multiplicacion y obtencion de propagulos infectivos por unidad de volumen o peso
(Gonzalez-Chavez, 2002).

La técnica hidroponica (Figura 1.2) es otra forma de obtencion de inoculante.
Existen por lo menos dos maneras de poder hacerlo. La primera, se le conoce
como técnica de pelicula nutritiva, en la cual las raices de plantas previamente
colonizadas (en sustratos como perlita o arena) crecen en camaras donde las

sumergen permanentemente en una solucién nutritiva. Dicha solucién fluye rapida



y continuamente entre las raices para permitir el intercambio de gases,

nutriéndolas a través de una capa fina (Hawkins y George, 1997).

%nl'

est—

Figura 1.2. Produccién de inoculante micorrizico en hidroponia

La siguiente alternativa se conoce como sistema de flujo, que a diferencia de la
primera, utiliza arcilas expansivas como sustrato e inundacion periodica de sus
raices (Dehne y Backhaus, 1986). En Ambas técnicas hidropdnicas favorecen la
formacién de propagulos y facilita su cosecha. Sin embargo el riesgo de
contaminacion por otros hongos y protozoarios, es alto, ademas del costo elevado
que implica la instalacion del sistema.

Otra manera de produccion de inéculo es el cultivo aeropénico (Figura 1.3); en el
cual, al igual que en el caso anterior, se necesita de la pre-inoculacion de las
raices en sustrato. Posteriormente, las plantulas se colocan en una camara
aeroponica sin sustrato. En este método de propagacion, la aplicaciéon de la
solucion nutritiva en las raices es a través de la aspersion. Entre 12 a 15 semanas
posteriores, es posible realizar la cosecha (Jarstfer y Sylvia, 1999). Este método
permite la obtencion de abundante de micelio y esporas con poco riesgo de



contaminacién; sin embargo, es un sistema tecnoléogicamente complejo
(Gianinazzi y Vosatka, 2004).
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Figura 1.3. Produccién de inoculante micorrizico en aeroponia

En el caso del método de propagacion in vitro (Figura 1.4), después de seleccionar
las esporas que se desean propagar, hay que desinfectarlas superficialmente con
antibidticos. Debido a que estos microorganismos son simbiontes obligados,
requieren la presencia de una raiz; en este caso se utiliza una raiz transformada (a
consecuencia de la infeccidn con la bacteria Agrobacterium rhizogenes, misma
que le confiere la capacidad de crecer en ausencia de la parte aérea). Es
necesaria la utilizacion de un medio de cultivo especifico (medio M) para que la
raiz y los HMA puedan desarrollarse en estas condiciones (Bécard y Fortin, 1988).
Después de realizar la siembra en el medio M, las cajas de Petri se incuban en
condiciones de oscuridad a 25 °C. A partir de los dos a cuatro meses posteriores,
es posible obtener abundante cantidad de raices colonizadas, ademas de gran
numero de esporas e hifas (Fortin et al., 2002). Esta manera de propagacion tiene
numerosas desventajas: debe realizarse en condiciones estériles (de preferencia
en una campana de flujo laminar), el riesgo de contaminacion por bacterias y otros

hongos es alto, no todos los HMA tienen la capacidad de desarrollarse bajo estas



condiciones, la infraestructura requerida es costosa, ademas de los reactivos que

se necesitan para la elaboracion del medio M.
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Figura 1.4. Produccién de inoculante micorrizico in vitro

1.1.4 Control de calidad de inoculantes

La base de produccién de inoculantes de alta calidad esta en el entendimiento de
los principios bioldgicos de los HMA (Feldmann et al., 1989). La actividad industrial
en cuanto a la producciéon de indculo, se desarrolla utilizando diferentes HMA, los
cuales en la mayoria de los casos no les caracterizan en términos de sus
requerimientos ecoldgicos. La falta de control de calidad en diferentes mercados
esta entre las principales razones para aceptar poco la tecnologia de la micorriza
en practicas de agricultura y horticultura. Se requiere conocimiento en términos de
su eco-fisiologia para logar la eficiente manipulacién de tales microorganismos
(Gianinazzi y Vosatka, 2004); también se reporta que no todos los hongos
formadores de micorriza arbuscular, son funcionalmente compatibles con todas las
plantas hospederas (Corkidi et al., 2005). Ademas, en condiciones de campo, la

introduccion de nuevos HMA puede traer como consecuencia la alteracion en



estructura de las comunidades nativas por efecto de competencia (Callaway y
Walter, 1997).

Para los inoculantes hechos con base en HMA, los requerimientos de control de
calidad son infectividad, efectividad, concentracion, pureza, ausencia de
patogenos y vida en anaquel, al igual que para cualquier otro tipo de inoculante
microbiano (Gonzalez-Chavez, 2002).

La infectividad de propagulos se refiere a la capacidad que tengan los hongos
para colonizar y formar la asociacion micorrizica en presencia de diversos factores
ambientales como luz, temperatura, pH y nutrimentos del suelo (Tarbell y Koske,
2007). El término infectividad también se conoce como la tasa de colonizacion
micorrizica (Corkidi et al., 2005). La efectividad se define como la capacidad de los
HMA para incrementar el crecimiento y absorcion de nutrimentos asi como a la
tolerancia a las condiciones ambientales adversas (Clark y Zeto, 2000; Newsham
et al., 1995; Gonzalez-Chavez et al., 2004). La concentracién es la cantidad de
propagulos de potencial infectivo obtenidos en poco volumen de sustrato en el
tiempo de cosecha. En la mayoria de los géneros HMA, estos son principalmente
segmentos de raices colonizadas, hifas y esporas, con excepcion de Gigaspora y
Scutellospora donde sélo son esporas (Klironomos y Hart, 2002; Gianinazzi y
Vosatka, 2004). Pureza del indculo, se refiere a la ausencia de microorganismos
no deseados que pudieran propagarse y tener un riesgo fitopatébgeno en las
plantas de propagacion. Se recomienda desinfeccién superficial de esporas vy
raices que nos serviran como inoculo, asi como de las macetas de propagacion y
el cuidadoso manejo y empaquetamiento en tiempo de cosecha del inéculo
obtenido.

Para asegurar la sanidad del inoculante obtenido se requieren analisis diversos
tales como: siembra en medios selectivos de crecimiento para descartar la
presencia de hongos, bacterias y actinomicetos fitopatogenos, o bien tamizados
del sustrato en el caso de nematodos (Gianinazzi y Vosatka, 2004; Gonzalez-
Chavez, 2002). Vida de anaquel, hace referencia a la preservacion de la viabilidad
del inoculante obtenido en condiciones de almacenamiento, para lo cual se
recomienda mantenerlo en condiciones Optimas de aeracion, baja humedad y

temperatura de 4 °C (Gonzalez-Chavez, 2002).



Los principales factores que influencian la produccion de inoculante micorrizico
son: la planta hospedera, especie fungica, soluciones nutritivas, condiciones

ambientales, asi como el tipo de sustrato (propiedades fisicas).

1.2 Sustratos

Sustrato se define como el material sélido diferente del suelo, mineral u organico,
de forma pura o en mezcla, que tiene funcién de anclaje del sistema radical de la
planta y puede o no, intervenir en el proceso de nutricion de ésta (Noguera et al.,
1997). Entre las caracteristicas fisicas de mayor importancia de un sustrato se
encuentran: capacidad de retencion de humedad, distribucion homogénea de
tamano de particulas, densidad aparente y real, estructura estable, porosidad total
(Bosa et al., 2003; Zanetti et al., 2003). Las caracteristicas quimicas de mayor
interés son: capacidad de intercambio catidnico, sales solubles, capacidad para
mantener el pH, capacidad minima del sustrato para descomponerse. Ademas, es
relevante la resistencia a cambios extremos, quimicos, fisicos y ambientales
(Rodriguez-Diaz, 2004). Cuando el sustrato no cumple con las necesidades
nutricionales de las plantas, es necesaria la fertilizacion; constituida por
incorporacion de solucién nutritiva u otros insumos. La adicibn de estos
nutrimentos cuya composicion estara en funcion de la demanda de la planta y de
su eficiencia para convertir en biomasa los nutrimentos absorbidos (Nomura et al.,
2008).

Existen diferentes criterios de clasificacion de los sustratos, basados en el origen
de sus materiales, su naturaleza, sus propiedades, capacidad de agregacion, etc.
De acuerdo con sus propiedades, los sustratos quimicamente inertes como: arena,
tezontle, roca volcanica, perlita y arcilla expandible actuan como soporte de la
planta y no intervienen en los procesos de fijacion de nutrimentos. Por otra parte,
los sustratos quimicamente activos como: turba, corteza de pino y vermiculita se
comportan como depositos de reserva de nutrimentos aportados mediante la
fertilizacion. Las diferencias entre estos tipos de sustrato estan determinadas, por
la capacidad de intercambio catidnico, asi como la de almacenamiento de

nutrimentos (Noguera et al., 1997).
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Otra clasificacion toma en consideracion el origen de los materiales que
constituyen al sustrato inorganico. Los minerales naturales de origen diverso como
rocas y otros, sufren ligeras o nulas modificaciones: arena, grava, tierra volcanica.
Los sustratos transformados se constituyen a partir de tratamientos complejos
(fisicos o quimicos) que modifican notablemente las caracteristicas de las rocas u
otros minerales de origen. Ejemplos de éstos son: lana de roca, perlita, arcilla
expandida, vermiculita, entre otros. Sustratos a partir de residuos o subproductos;
procedentes de distintas actividades industriales pueden ser: escorias de alto
horno, estériles de carbon y ladrillo molido (Abad, 1995).

Otro tipo de materiales utiles para utilizarlos como sustratos son los materiales
organicos. Los de origen natural se caracterizan por estar expuestos al proceso de
descomposicidn biolégica: turbas rubias y negras. De sintesis, como polimeros
organicos no biodegradables que se obtienen mediante sintesis quimica: espuma
de poliuretano, espuma de urea-formaldehido, poliestieno expandido.
Subproductos y residuos de actividades agricolas, industriales y urbanas. Como
por ejemplo, pajas de cereales, estiércoles, cortezas de arboles, aserrin, fibra de
madera, fibra de coco, residuos sdélidos urbanos, lodos de depuracion de aguas
residuales, muchos de los cuales deben someterse previamente a un proceso de

compostaje antes de ser empleados como sustratos (Abad, 1995).

1.2.1 Propiedades fisicas

La caracterizacion fisica estudia la distribucién del material solido, el agua y el
aire, asi como la variacién en funcion del potencial matrical (Abad, 1995).Varias
son las propiedades de interés que se consideran al seleccionar los sustratos,
tales como: espacio poroso total, capacidad de campo, capacidad de aireacion,
distribucion y el tamafo de las particulas, densidad aparente y real (Zanetti et al.,
2003; Anicua-Sanchez et al. 2009)

Espacio poroso, es el volumen de un suelo o sustrato no ocupado por particulas
organicas o minerales, segun Bullock et al. (1985), dependiendo de sus
caracteristicas éstos se dividen en: poros de empaquetamiento simple, compuesto

y complejo, vesiculas y fisuras.
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Los poros de empaquetamiento simple son equi-dimensionales y alargados, estan
presentes entre particulas de granos simples, poseen permeabilidad alta y no
tienen capacidad de retener agua o nutrimentos. Los poros de empaquetamiento
compuesto, ademas de ser equi-dimensionales, alargados e interconectados en
un porcentaje alto, estan presentes entre agregados esferoidales (granular o
migajoso), son de origen biolégico, con abundantes microporos y son
permanentes. Tienen capacidad para retener agua y nutrimentos.

Los poros de empaquetamiento complejo se encuentran entre agregados de
tamafo diverso, constituidos por minerales y materiales organicos; son
permanentes y continuos con alta permeabilidad. En tanto que los poros vesiculas
se forman debido al secuestro de O, y CO,, tienen forma esferoidal, no
conectadas entre si, lo que impide el movimiento del agua; no tienen capacidad
para almacenarla, pero si para drenarla. Finalmente, los poros fisura no son
permanentes y continuos; a nivel macro son conocidos como grietas y a nivel
micro, como fisuras.

Capacidad de campo (cc) se define como la diferencia entre el volumen de agua
que permanece el sustrato, después de saturarlo con agua y dejarlo drenar
durante cierto tiempo. Refiriéndose también, como el contenido maximo de agua
que puede retener el suelo o sustrato cuando la mayoria de sus macroporos esta
ocupada por aire (Porta-Casarellas et al., 2003; Ansorena, 1994). La cc puede
también estar influenciada por la textura y estructura, cantidad de materia
organica, entre otros factores (Fabian y Ottoni-Filho, 2000).

El punto de marchitez permanente se define como el contenido de agua por
debajo del cual, las plantas no son capaces de extraerla del suelo.
Correspondiendo asi, al limite inferior de agua retenida por fuerzas capilares
absorbible por sus raices (Porta- Casarellas et al., 2003). Capacidad de aireacién
(ca) es la proporcion del volumen del sustrato que contiene aire después de
saturarlo con agua y dejarlo drenar. El nivel 6ptimo de la capacidad de aireacion
oscila entre 20 y 30% en volumen. La distribucion y tamafio de los poros es el
factor clave en el estado hidrico y de aireacion de los sustratos (Raviv et al.,
2002).
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La distribucion y tamano de las particulas de un sustrato (granulometria), asi como
su composicidn mineral y organica, determinan su funcion en el crecimiento de las
plantas, mediante la geometria interna, porosidad, interacciones entre fluidos y
solutos, los cuales establecen el balance entre el contenido de agua y el aire
(Abad, 1995). La fase solida del sustrato esta compuesta por particulas de
distintos tamafios y formas, asi como también, componentes amorfos (materia
organica) (Raviv et al., 2002). La distribucion y el tamano de las particulas son
propiedades importantes que informa de la calidad fisica del sustrato y la
adecuacion para determinada especie vegetal, lo cual influye de manera
determinante en el volumen de aire y de agua retenida por el sustrato. Las
particulas de diametro mayor (dependiendo del tipo de sustrato) son las
responsables de la formacién de poros grandes (macroporos), ocupados por aire y
las de menor diametro determinan la formacion de microporos, encargados de
retener agua (Zanetti et al., 2003).

Densidad aparente (Da) se define como la masa seca del material solido por
unidad de volumen del medio humedo, es decir incluyendo el espacio poroso entre
las particulas. La Da aporta informacion sobre la compactacion en los sustratos
asi como de cada horizonte en el suelo. Los sustratos cuando estan compuestos
por mas de un solo componente, contribuyen a la Da total en conjunto, lo que
determina, el arreglo combinado en la distribucion de sus particulas y su dinamica
de compactacion. Esto a su vez, permite inferir sobre las dificultades del
enraizamiento y la circulacion del agua y aire (Raviv et al., 2002; Porta-Casarellas
et al., 2003). Densidad real (Dr) se define como el cociente entre el volumen de las
particulas constituyentes de un sustrato y el volumen que ocupan sin considerar

su porosidad (Ansorena, 1994).

1.2.2 Propiedades quimicas

Las propiedades quimicas caracterizan la transferencia de moléculas entre el
sustrato y su fase liquida a través de reacciones de disolucion e hidrdlisis,
intercambio de iones y biodegradacion de la materia organica (Abad, 1995).
Salinidad se refiere a la concentracion de sales solubles en el sustrato, esta

expresada en g L' o puede medirse por la conductividad eléctrica en la solucién
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(Lemaire, 1995). El pH se define como el logaritmo negativo de la concentracién
de los iones H* en el suelo o alguna solucion (Russell y Larena, 1990). Esta
propiedad quimica ejerce efectos principales sobre la descomposicién de la
materia organica, disponibilidad y asimilacion de los nutrimentos, capacidad de
intercambio catidnico, actividad microbiana (hongos y bacterias), asi como en el

comportamiento y crecimiento de las plantas (Porta-Casarellas et al., 2003).

1.3 Importancia del tamafno de particula en sustratos para el desarrollo de
plantas de interés agricola y ornamental

Los sustratos tienen diferentes tamafos de particulas, esta caracteristica se
relaciona principalmente al origen de sus componentes, sistema de colecta y a la
serie de procesos a los que éste es sometido antes de utilizarlo como medio para
cultivo de plantas. Las propiedades fisicas de los sustratos estan deperminadas
por el tamafio y la forma de sus particulas; las cuales definen el tipo de porosidad
con la formacion de empaques simples, cavidades, fisuras y vesiculas. Asimismo
el tamafo, numero y ubicacion de los poros influyen en la capacidad de retencién
y movimiento del agua en los sustratos (Anicua-Sanchez et al., 2009). Anicua-
Sanchez (2008) observé que las plantas de Lisianthus (Eustoma grandiflorum)
presentaron mayor desarrollo radical en los sustratos: bonote de coco, turba,
tezontle, piedra pémez y perlita, con granulometria homogénea de1 mm que las
obtenidas de sustratos agranel. Las plantas presentaron mayor desarrollo radical
en comparacioén con los sustratos a granel.

Hernandez-Escobar (2009) reporté que para el desarrollo de plantas de lechuga
(Lactuca sativa Var. Summertime), en mezclas de sustratos de bonote de coco
granular (Bg) con tezontle (T) o piedra pomez (P) (75:25 v/v) y granulometria de 1-
2 mm, el porcentaje de germinacion, peso seco, desarrollo y distribucion de la raiz
fueron mayores que el tratamiento testigo (Turba). También encontré que la
capacidad de retencién de humedad fue mayor en Bg:T y Bg:P que en el
tratamiento testigo. Esto pudo deberse a la naturaleza, tamafo de particula

homogéneo y forma de las particulas en los materiales utilizados.
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1.4 Importancia del tamafo de particula en sustratos y su interaccién con
hongos micorrizico arbusculares

Segun Saif (1981), el sustrato ideal para la propagacion de HMA debe permitir el
establecimiento funcional de la simbiosis micorrizica y ayudar a la provisién de
agua y aire para el crecimiento de los simbiontes involucrados. Con base en las
evidencias de Anicua-Sanchez (2008) y Hernandez-Escobar (2009), el tamafio de
particula es factor determinante para el desarrollo de la parte radical, pero
probablemente lo sea también para la maxima expresion de los propagulos
micorrizicos en la produccidn de inoculante.

Los sustratos empleados en la propagacién de HMA se componen de materiales
de diferente naturaleza, destacando entre los mas comunes arena, turba
(Jakobsen et al., 1992; Corkidi et al., 2005; Tarbell y Koske, 2007), perlita,
vermiculita (Dehne y Backhaus, 1986; Hawkins y George, 1997), arcillas
expansivas (Jarstfer y Sylvia,1999), diversos residuos forestales (Douds et al.,
2010), tezontle, fibra de coco (Guzman-Plazola et al., 1990) y residuos de cafa de
azucar (Carneiro et al., 2008). Estos sustratos se emplean solos 0 en mezclas en
la mayoria de los casos. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se manejan los
productos a granel. Existen pocos estudios en los que reportan la influencia del
tamafo de particula en la produccion de inéculo micorrizico.

La arena ha sido un sustrato adecuado para la propagacion de HMA pero debido a
su manejo se dificulta. Por tanto, siguen los esfuerzos en la busqueda de nuevos
sustratos los cuales, ademas de que sean ligeros, de bajo costo, con alta
disponibilidad, favorezcan la propagacion de los HMA (Gonzalez-Chavez et al.,
2000; Gonzalez-Chavez, 2002).

Gaur y Andholeya (2000), compararon el efecto del tamafio de particula de arena
(1.70-0.78 mm, 0.50-0.78 mm, 0.50-0.25 mm y < 0.25 mm) en la produccién de
esporas y porcentaje de colonizacion de Rhizophagus intraradices en plantas de
maiz. Senalaron que en las particulas de mayor tamafio (0.78-1.70 mm) no se
formaron tantos propagulos micorrizicos, debido posiblemente a menor capacidad
de retencion de agua en la arena con este tamano de particula. Estos autores
obtuvieron la mayor produccién de esporas y alto porcentaje de colonizacion en

particulas con diametro 0.50-0.78 mm. Atribuyeron el efecto a mayor aeracion,
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drenaje y suministro de O; los cuales propiciaron mayor crecimiento radical.
También observaron que cuando aplicaron la solucion nutritiva Hoagland sin P,
incrementd la produccion de esporas y la colonizacion, independientemente del
tamano de particula en el sustrato. Sin embargo, los autores no mostraron
evidencia de analisis quimico ni fisico del sustrato que se utilizd, y que explicara
la falta de P adicional.

Drew et al. (2003) investigaron como la longitud y el diametro hifal de R.
intraradices y F. mosseae, al colonizar plantas de Trifolium subterraneum, se
modificaron en arena, la cual tuvo diferentes tamanos de particula (0.10, 0.38 y
0.26 mm). Los autores observaron que no hubo diferencia en la cantidad en hifas
externas de F. mosseae entre los tres tamafos de particula del sustrato, mientras
que con R. intraradices se produjo mayor cantidad de hifas externas en el sustrato
de 0.10 mm de tamafio de particula. Sin embargo, ambos hongos crecieron mas
rapidamente en el sustrato con 0.10 mm de tamafo de particula y mas lento en
sustrato de 0.38 mm. Ademas, los autores también observaron que el diametro de
las hifas de los hongos se incrementd con la reduccion del espacio poroso,
presentando menor cantidad de hifas ramificadas. En el caso de las arenas
compuestas por cuarzo, el empaquetamiento de las mismas es siempre igual, lo
cual facilita la percolacion del agua.

Ridgway et al. (2006) analizaron nueve mezclas: arena silica (0.5-1 mm y 1-1.4
mm), piedra pémez (0.5-1 mm y 1-1.4 mm), arena silica: piedra pomez (0.5-1 mm)
en proporcion 70:30 v/v. Arena silica: piedra pomez (1-1.4 mm) en proporcidon
50:50 vl/v; arena silica: aserrin: piedra pomez (4:1 v/v) con tamafo de particula de
0.5-1 mm y 1-1.4 mm en proporcion 50:50 y la mezcla aserrin: piedra pomez 4:1
v/v a granel. Los sustratos fueron inoculados con 2.5 g de un producto comercial
(Vaminoc™) el cual contenia esporas y segmentos de raices colonizadas de tres
especies no identificada de HMA del género Glomus en arcilla. Se utilizaron
plantas de vid para este experimento. Los resultados mostraron que después de
cinco meses en la mezcla arena silica: piedra pémez 0.5-1 mm (70:30 v/v) se

encontrd el mayor nimero de esporas en 1.70 mL™ de sustrato.
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1.5 Conclusién de la revision

Los estudios de materiales que ofrezcan nuevas alternativas en la elaboraciéon de
sustratos de bajo costo, que reduzcan la presidon de explotacion sobre recursos
naturales, y que coadyuven al crecimiento vegetal y a la produccién de inoculante
micorrizico, son indispensables. En este sentido, para cada sustrato es necesario
conocer y evaluar algunas de sus propiedades fisicas y quimicas asi como realizar
estudios micromorfolégicos que muestren evidencia de la relacién intrinseca entre
estas propiedades, el desarrollo de raiz, establecimiento de la simbiosis
micorrizica y formacién de esporas y con lo anterior sera posible seleccionar
adecuadamente sustratos para este propdsito. Por otro lado, se requiere conocer
la influencia del tamafo de particula de los sustratos en la capacidad de los
propagulos infectivos de los HMA de diferente género para el establecimiento de la
simbiosis y la produccion de esporas, bajo condiciones ambientales en que la
simbiosis se instaure.

Con base en lo anterior se plantearon los siguientes objetivo e hipotesis generales

y particulares

1.6 Objetivo general
Producir inoculante micorrizico de dos géneros fungicos arbusculares mediante la
selecciéon de sustratos con diferente granulometria en plantulas de lechuga

(Lactuca sativa var. King Herry) bajo condiciones de invernadero.

1.6.1 Objetivos particulares

1.6.1.1 Analizar la produccioén de esporas de Gi. gigantea con plantulas de lechuga
en sustratos organicos con diferente granulometria en condiciones de invernadero.
1.6.1.2 Comparar la produccion de esporas de las especies Gi. gigantea y
Funneliformis mosseae en dos tipos de sustratos de la misma granulometria en el

desarrollo de plantulas de lechuga en condiciones de invernadero.

1.7 Hipétesis general
La produccién de inoculante micorrizico de dos géneros fungicos arbusculares
esta influida por sustratos con diferente granulometria en plantulas de lechuga

(Lactuca sativa var. King Herry) bajo condiciones de invernadero.
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CAPITULO 2. PRODUCCION DE INOCULANTE MICORRIZICO DE
Gigaspora gigantea EN MEZCLAS DE SUSTRATOS Y TAMANOS DE
PARTICULA

Resumen

Para la produccién de inoculante de Gigaspora gigantea se probaron dos tipos de
bonote de coco: granular (Bg) y fibroso (Bf) en mezcla con piedra pomez (P) y
tezontle (T), con tres granulometrias (< 0.6 mm, 0.6-1 mm, 1-2 mm) en proporcion
3:1 vlv, con excepciéon de Bg:P y Bg:T (1-2 mm) los cuales constituyeron al
sustrato Bg:P:T en proporcion 6:1:1 v/v. Adicionalmente, como testigo se incluy6
una mezcla con turba: agrolita: vermiculita a granel, con proporcién 2:1:1 v/v como
tratamiento testigo. A cada sustrato se le determiné: pH, conductividad eléctrica,
espacio poroso total, densidad aparente y real, y curva de liberacién de agua. Se
utilizé Lactuca sativa var. King Herry como planta hospedera. A los 75 dias
después de la siembra y se evalud porcentaje de colonizacion micorrizica, numero
de esporas, peso seco de la parte aérea y raiz, volumen radical. Asimismo, se hizo
un estudio micromorfoloégico y analisis de imagenes para determinar la interaccién
entre sustrato-crecimiento de raiz- estructuras micorrizicas externas. Los sustratos
que favorecieron mayor colonizacion micorrizica fueron: Tur:A:V a granel, Bg:P:T
1-2 mm y todos los sustratos de granulometria de 0.6-1 mm. El mayor numero de
esporas (20 esporas g’ sustrato seco) se obtuvo en Tur:A:V a granel. Los
sustratos < 0.6 mm y 0.6-1 mm favorecieron el mayor peso seco de la parte area,
raiz y volumen radical. El estudio micromorfolégico mostré que en el sustrato
Tur:A:V a granel, las esporas se asociaron a los poros de empaquetamiento
complejo (PEC); mientras que en Bg:P:T, ademas de PEC, éstas se relacionaron
con la superficie rugosa que dejan las vesiculas fracturadas de tezontle. Los
resultados muestran la importancia de la seleccién de sustratos para la produccién
de inoculante micorrizico con produccion abundante de esporas, la cual
necesariamente no se relaciona con la efectividad en la planta hospedera.

2.1. Introduccién

Para propagar los HMA se utilizan como sustratos materiales de diferente

naturaleza; entre los mas comunes se encuentran: arena, turba (Jakobsen et al.,
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1992; Corkidi et al., 2005; Tarbell y Koske, 2007), perlita, vermiculita (Dehne y
Backhaus, 1986; Hawkins y George, 1997), arcillas expansivas (Jarstfer y Sylvia,
1999), diversos residuos forestales (Douds et al., 2010), y de cafa de azucar
(Carneiro et al., 2008). Todos ellos en forma individual o en mezcla con diferentes
proporciones.

Segun Saif (1981), el sustrato ideal para la propagacion de HMA debe permitir el
establecimiento funcional de la simbiosis micorrizica y ayudar a la provisiéon de
agua y oxigeno para el crecimiento de los simbiontes involucrados.
Adicionalmente estos deben de ser ligeros, de bajo costo y con alta disponibilidad
(Gonzalez-Chavez et al., 2000; Gonzalez-Chavez, 2002). Sin embargo, en estas
investigaciones no reportan sus propiedades hidricas y los sustratos se manejan
a granel, lo que incrementa la variabilidad, por lo que se recomienda considerar la
granulometria en la elaboracién de sustratos (Pineda-Marin, 2011).

Estudios relacionados con tamafo de particula y producciéon de inoculante en
materiales inorganicos han sido llevados a cabo por Gaur y Andholeya (2000) y
Drew et al. ( 2003), utilizando R. intraradices y F. mosseae, en plantas de maiz y
trébol respectivamente, asi como por Ridgway et al. (2006) con Glomus en plantas
de vid. No obstante, no hay estudios donde se involucre materiales organicos o
mezclas de sustratos con alta proporcién de los mismos. El material mas comun
es turba, el cual se utiliza ampliamente como sustrato en las primeras etapas de
desarrollo de plantas ornamentales y hortalizas en condiciones de vivero e
invernadero. Sin embargo, debido a su costo elevado por ser un sustrato que se
importa, surge la necesidad de encontrar otros materiales que se produzcan
localmente.

También se ha considerado utilizar como sustrato al bonote de coco, ya que este
material ha sido preciado en los ultimos afios como sustituto de la turba, debido a
su estabilidad en las propiedades fisicas y quimicas para el cultivo de hortalizas y
plantas ornamentales (Arenas y Vavrina, 2002; Quesada y Méndez, 2005).

En la utilizacién del bonote de coco para cultivos horticolas, Noguera et al. (2003)
y Pineda-Marin (2011) reportaron que el tamano de particula influye en las
propiedades fisicas y quimicas del sustrato, y que esto, afecta de manera

importante al cultivo de interés. Lo anterior se manifiesta en la disponibilidad de los
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macro y micronutrimentos presentes, lo que influye en el desarrollo de la parte
radical (Anicua-Sanchez, 2008; Hernandez-Escobar 2009), por lo que también
tengan relacion con la expresion de los propagulos micorrizicos en la produccion
de inoculante.

Gutiérrez-Castorena et al. (2011) reportaron que mezclas Bg:T y Bg:P (75:25 v/v)
con granulometria 1-2 mm, presentaron la mayor capacidad de retencion de
humedad. Sus estudios micromorfolégicos corroboraron la existencia un sistema
de poros heterogéneo y una distribucion en bandas, que permitieron percolacion y
retencion de humedad optima para el desarrollo de las plantulas de lechuga,
expresada en las mejores variables respuesta y calidad del cepellon que el
tratamiento testigo (turba).

Sin embargo, no se han realizado evaluaciones en los diferentes tipos de bonote
de coco. El bonote fibroso (Bf) tiene origen distinto al bonote granular (Bg), aunque
con frecuencia es considerado el mismo tipo de sustrato. Bf se obtiene de la parte
gruesa del mesocarpio del fruto teniendo valor industrial, en tanto que Bg proviene
de los residuos que quedan después de la extraccion de la fibra (Noguera et al.,
2003). Debido a que su morfologia es contrastante, se espera que tengan
diferentes propiedades hidricas y por lo tanto influencia en la produccién de

inoculante.

2.2 Objetivo general
Analizar la produccion de esporas de Gi. gigantea con plantulas de lechuga en

sustratos organicos con diferente granulometria en condiciones de invernadero.

2.2.1 Objetivos particulares

2.2.1.1 Analizar produccién de esporas de Gi. gigantea en sustratos elaborados
con base en mezclas de dos tipos de bonote de coco, piedra pomez y tezontle, en
tres tamanos de particula y una mezcla comercial de turba, agrolita y vermiculita
como con testigo.

2.2.1.2 Relacionar micromorfolégicamente la colonizacién micorrizica con el

desarrollo radical de plantulas de lechuga en las diferentes mezclas de sustratos.
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2.2.1.3 Evaluar la produccion de esporas de Gi. gigantea con la capacidad de
retencion de humedad en sustratos elaborados con dos tipos de bonote y diferente

granulometria.

2.3 Hipétesis general
La produccion de esporas de Gi. gigantea depende de la granulometria de los

sustratos en mezcla.

2.3.1 Hipétesis particulares

2.3.1.1 La produccién de esporas se afecta con la morfologia de los materiales
organicos en mezclas con pémez y tezontle.

2.3.1.2 La capacidad de retencion de humedad influye en la produccion de

esporas de Gi. gigantea en los sustratos a probar.

2.4 Materiales y métodos

El tipo de investigacion fue experimental, y se empled el disefio completamente al
azar (DCA). La poblacién fue de semillas de lechuga peletizada (Lactuca sativa
var. King Herry) en sustratos. La muestra se dispuso de la siguiente manera: se
tuvieron dos experimentos; los cuales se estructuraron con el Disefio
Completamente al Azar. En cada uno de estos se aplicaron 12 diferentes
tratamientos con cuatro repeticiones, dando un total de 48 unidades
experimentales. El tamafio de muestra fue 12 (tratamientos) X 4 (repeticiones) X 2

(experimentos) = 96 unidades experimentales.

2.4.1 Establecimiento del experimento

El indculo micorrizico de Gigaspora gigantea se propagdé en macetas utilizando
sorgo (Sorghum bicolor L.) y cempasuchil enano (Tagetes erecta L.) como plantas
hospederas y arena estéril como sustrato. Las plantas se regaron cada tercer dia
con solucién nutritiva Hoagland baja en fésforo [20 uM]. El periodo de propagacion
del inoculante fue de agosto a octubre del 2010. Después de ese tiempo, las
macetas se dejaron de regar durante tres meses para propiciar la esporulacién de
Gi. gigantea.

Los materiales que se utilizaron para la elaboracién de los sustratos fueron:

bonote de coco fibroso (Bf) y granular (Bg), piedra pomez (P) y tezontle (T). Las
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mezclas Bf:T y Bf:P se establecieron en tres granulometrias (< 0.6 mm, 0.6-1 mm,
1-2 mm); en tanto que Bg:T y Bg:P fueron en < 0.6 mm y 0.6-1 mm. La proporcion
que se utilizdé en las mezclas anteriores fue 3:1. La mezcla Bg:P:T se prepard con
una granulometria de 1-2 mm y en proporcion 6:1:1. Adicionalmente, como testigo
se empled la mezcla con turba a granel: (Tur), agrolita (A) y vermiculita (V),
Tur:A:V en proporcién 3:1:1.

Antes de establecer los experimentos, las mezclas se esterilizaron 1 h en una olla
de presién marca Presto a 120 °C y 15 Lb. Se utilizaron semillas peletizadas de
lechuga (Lactuca sativa var. King Herry). Se establecieron dos experimentos
simultaneos, con los 12 sustratos anteriormente mencionados, que dieron lugar a
12 tratamientos con cuatro repeticiones. Ambos experimentos se analizaron bajo
un disefio completamente al azar. Los experimentos se mantuvieron entre los
meses de julio y octubre del 2011 en condiciones de invernadero (temperatura
promedio de 21 °C e intensidad luminosa de 5820.055 W:cm™) en el Colegio de
Postgraduados campus Montecillo.

En el experimento uno, cada tratamiento se inocul6 con 40 + 1 esporas de Gi.
gigantea, en tanto que los tratamientos del experimento dos, no se inocularon (NI).
En cada unidad experimental se sembré una semilla de lechuga, dando como
resultado 48 semillas por experimento. Las plantas se regaron diariamente con
solucion nutritiva Hoagland baja en fésforo (20 uM) y se mantuvieron por 75 dias
en ambos experimentos. Las variables que se evaluaron en la planta fueron: peso
seco de la parte aérea y raiz, volumen radical, porcentaje de colonizacion

micorrizica y numero de esporas.

2.4.2 Analisis fisico y quimico de los sustratos
En cada uno de los sustratos que se probaron, se analizaron propiedades fisicas
como: espacio poroso total, retencion de humedad, densidad aparente (Da) y real

(Dr) y quimicas como: pH y conductividad eléctrica (CE).

2.4.2.1 Densidad aparente (Da)
Se colocaron entre 10 y 20 g de sustrato seco en una probeta de 250 mL (por

triplicado) luego, se le dieron 30 golpes suaves, de arriba hacia abajo, sobre una

29



mesa para propiciar el acomodo uniforme del sustrato y el volumen que ocuparon

las particulas. El calculo que se utilizé para determinar esta propiedad fisica fue:

eso del sustrato
Da= P , (Ansorena, 1994).
volumen ocupado por sus particulas

2.4.2.2 Densidad real (Dr)

Los sustratos probados se deshidrataron en una estufa a 105 °C por 24 h, se
tomaron entre 10 y 20 g (ps) de estos y se vaciaron en matraces aforados (100
mL) previamente pesados (pm). Se les adicioné agua destilada hasta cubrir las
muestras y se dejaron reposar por 24 h.

Con el fin de expulsar el aire retenido entre las particulas de los sustratos en los
matraces, estos se colocaron en bafio Maria (100 °C) hasta que no se observaran
burbujas. Posteriormente, se sumergieron en bandejas de agua fria para alcanzar
temperatura ambiente y después con agua destilada se aforaron.

El peso del matraz aforado se registr6 nuevamente (pm). Adicionalmente, la
densidad del agua destilada se calcul6 (da). Finalmente, los matraces se lavaron y
aforaron con agua destilada para nuevamente pesarse (psa). El calculo de esta
propiedad fisica para cada sustrato se realiz6 por triplicado. La formula que se usoé

para calcular Da fue:

Dr = e ®s—pm) (Ansorena, 1994).
(ps—-pm)—(psa—pa)

2.4.2.3 Espacio poroso total
El espacio poroso total, se define como espacio de aire y agua, formado por la
suma de agua facil y dificiimente disponible y de reserva, asi como la capacidad

de aireacion. Esta propiedad fisica se calcul6 con la siguiente formula:

EPT= 100- (2% 100) (Ansorena, 1994).

2.4.2.4 Curva de retencién de humedad

Se tomaron de cada sustrato seco 100 g, los cuales se saturaron por 24 h con
agua destilada; posteriormente se vertieron en embudos de un sistema de succion
y fueron sometidos a tensiones de 10, 50 y 100 kpa por 24 h (Figura 2.1). La
capacidad de retencion de humedad se calculé por diferencia de pesos entre los

materiales que se utilizaron y los sustratos probados (de Boodt et al., 1974)
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2.4.3 Variables de respuesta a evaluar de la planta hospedera

2.4.3.1 Porcentaje de la colonizacion micorrizica

Mediante la técnica propuesta por Phillips y Hayman (1970), a los 75 dds se
determiné el porcentaje de colonizacién micorrizica en las raices de lechuga. Las
raices se obtuvieron mediante el tamizado de los sustratos probados;
posteriormente éstas se lavaron con agua de la llave y se colocaron en tubos de
ensayo, donde se les adicion6 KOH 10%; 12 h después las raices se lavaron con
agua de la llave y se les adicion6 H,O, al 3%, para su clareo. Las raices
nuevamente se lavaron con agua de la llave y se les adicion6 por un minuto HCI al
10%, luego éste fue decantado y se les agregd azul de tripano (0.05%) por 12 h

para favorecer su tincion.

Figura 2.1. Equipo para determinacion de la
curva de retenciéon de humedad en sustratos
que se sometieron a tensiones de 10, 50 y 100

kpa con base en el disefio de Boodt et al., 1974.
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A continuacion, las raices se colocaron en portaobjetos y se observaron por
unidad experimental 75 campos. El porcentaje de colonizacion se obtuvo por

presencia-ausencia de estructuras micorrizicas en las raices.

2.4.3.2 Namero de esporas por sustrato

El numero de esporas se determiné usando la técnica de tamizado humedo
propuesta por Gerdemann y Nicolson (1963). Se tomaron 20 g de muestra de
cada sustrato inoculado con Gi. gigantea; las cuales se hidrataron con agua de la
llave por 10 min, después éstas se agitaron manualmente por cinco minutos y se
dejaron reposar por un minuto. Después de dicho tiempo se pasaron a través de
dos tamices de 1 mm y 400 pym. El material obtenido en el tamiz con abertura de
malla mas fino se colectdé y cuantifico el numero de esporas utilizando un
microscopio estereoscopico. Sin embargo, para corroborar que no hubiera esporas

en el tamiz de 1 mm, lo que se obtuvo en éste, también se reviso.

2.4.3.3 Peso seco de parte aérea y raiz

La parte aérea y las raices de lechuga se colocaron en bolsas de papel de
estraza y se secaron en una estufa (VWR Scientific) a 75 °C hasta obtener peso
constante. La parte aérea y las raices se pesaron en una balanza analitica (ADP
3100L).

2.4.3.4 Volumen radical

Las plantas se cosecharon a los 75 dds, en esta etapa la parte aérea se separo de
la raiz. Las raices de cada uno de los sustratos, se lavaron con agua de la llave
para determinar el volumen radical para ello se utilizé una probeta de 100 mL a la
cual se le vacié agua hasta 50 mL. Las raices se colocaron dentro de la probeta

para obtener, por desplazamiento de agua, el volumen radical por tratamiento.
2.4.4 Analisis micromorfolégico de la interaccion sustrato-raiz-HMA

2.4.4.1 Secciones delgadas

Se realizé el andlisis en secciones delgadas con el fin de analizar la porosidad y la
distribucion y ordenamiento de particulas en los sustratos probados asi como la
interaccion de estos con HMA vy raices de lechuga. Las macetas se dejaron secar
al aire libre y se impregnaron con resina poliéster insaturada y monoémero de
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estireno en proporcion 7:3. Posteriormente la mezcla solidifico a la sombra por 30
dias aproximadamente. Las muestras una vez endurecidas se cortaron con un
disco de punta de diamante. Después, se pulieron con abrasivos de carburo de
silicio (carborodum) y 6xido de aluminio (aloxita) hasta tener un espesor de 30 um

y se elaboraran las secciones delgadas de 5 x 7.5 cm.

2.4.4.2 Andlisis de imagenes

Con el fin de homogeneizar las dimensiones de las secciones delgadas, todas se
recortaron entre 5x 3 cm, centrandose en la parte radical. Esto consistio en
escanear cada seccion delgada y después, a través del programa Microsoft Power
Point Version 2010, se localizo el area a analizar y posteriormente, ésta se ubicé
en cada seccion delgada. Después se tomaron seis fotografias de las secciones
delgadas con microscopio petrografico de la marca Olympus® con objetivo de 2X
(0.6 x 1 mm). Para procesar las imagenes se utilizé el programa Image-Pro Plus,
version 5.0 para asi, cuantificar el espacio poroso. Adicionalmente, para
determinar la relacién entre las esporas de Gi. gigantea y las particulas de los
componentes de los sustratos se obtuvieron imagenes utilizando luz plana con
ayuda de los objetivos 2X, 4X, 10Xy 20X.

2.4.5 Anadlisis de datos

El porcentaje de la colonizacion micorrizica se evalué a través de estadisticos
descriptivos de tendencia central, de dispersion, asi como graficas de barras.
Después, se hizo un analisis de la varianza (a < 0.05) y pruebas de comparacién
de medias de Tukey (a < 0.05) para determinar los sustratos que propiciaron
mayor colonizacion por Gi. gigantea.

Para identificar la relacion entre el desarrollo de las plantulas (peso seco de la
parte aérea y raiz asi como volumen radical) en los diferentes sustratos en ambos
experimentos, dichas variables se analizaron con: estadisticos descriptivos,
diagramas de crecimiento, ANOVA del Diseiio Completamente al Azar (a < 0.05) y
analisis de comparacion de medias de Tukey (a < 0.05). Posteriormente, para
evaluar la respuesta y encontrar diferencias entre el peso seco de la parte aérea y

raiz y volumen radical, entre ambos experimentos (NI y Gi. gigantea) se realizaron
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pruebas de T para comparacién de medias en muestras independientes (a < 0.05)
entre tratamientos similares (sustratos que se probaron en cada experimento).

La capacidad de retencion de humedad para cada sustrato se determiné a partir
de calcular el espacio poroso total (EPT). Los sustratos se saturaron por 24 h
(tensidén cero), siendo también sometidos a las tensiones 10, 50 y 100 Kpa; dieron
lugar a las curvas de retencion de humedad, en cada uno de estos (Figura 2.1).

En la evaluacion de las demas propiedades fisicas (Da y Dr) y quimicas (pH y CE)
para cada uno de los sustratos, las determinaciones se hicieron por triplicado,
utilizando estadisticos descriptivos de tendencia central. Para cada uno de los
analisis, el programa estadistico que se utilizé fue el Statistical Analysis System
(SAS) version 9.0.

2.5 Resultados

2.5.1 Colonizaciéon micorrizica y numero de esporas en los sustratos
probados

Los sustratos que propiciaron el mayor porcentaje de colonizacion micorrizica en
las raices de las plantas de lechuga fueron Tur:A:V a granel, Bg:P:T 1-2 mm vy los
sustratos con menor colonizacidén correspondieron a la granulometria < 0.6 mm
(Figura 2.2). El andlisis de la varianza (Anexo 2.1) muestra que hubo diferencias
altamente significativas entre los tratamientos. La Figura 2.3 muestra la
colonizacion que se observaron en raices de lechuga evaluadas a los 75 dias
después de la siembra en los sustratos Bg:P:T 1-2 mm y Tur:A:V a granel.

El mayor numero de esporas por gramo de sustrato seco se obtuvo en la mezcla a
granel de Tur:A:V, la cual fue significativamente diferente de Bg:P:T 1-2 mm. Los
sustratos donde se obtuvo menor niumero de esporas fueron los de granulometria
0.6-1 y < 0.6 mm (Figura 2.4). El analisis de la varianza (Anexo 2.1) muestra que
existieron diferencias altamente significativas en esta variable de respuesta y que
hubo R? de 98.56%, lo que indica la influencia del sustrato en esta variable

respuesta.
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2.5.2 Peso seco de la parte aérea

En el peso seco de la parte aérea de las plantas no inoculadas, se observé que la
granulometria de los sustratos donde ocurrieron los valores mas altos de esta
variable de respuesta fue < 0.6 mm y Bf:P (0.6-1 mm). Los sustratos Bg:P:T (1-2
mm) y Tur:A:V fueron estadisticamente similares y los que propiciaron menor peso
seco de la parte aérea fueron Bf:T y Bf:P ambos con granulometria de 1-2 mm
(Figura 2.5). El analisis de la varianza muestra que hubo diferencias altamente
significativas entre tratamientos (Anexo 2.1).

En el experimento inoculado con Gi. gigantea, el tamafio de particula de los
sustratos donde se encontraron los valores mas altos en esta variable de
respuesta fueron < 0.6 mm y Bg:T (0.6-1 mm), en tanto que los sustratos que
propiciaron el menor peso seco de la parte aérea fueron Bf:T y Bf:P con
granulometria de 1-2 mm (Figura 2.6).

En el analisis de la varianza se observaron diferencias estadisticas altamente
significativas en al menos uno de los tratamientos (Anexo 2.1). En la prueba T
(Anexo 4), los sustratos donde se encontraron diferencias significativas (a < 0.05),
entre los los experimentos fueron: Bf:T 0.6 -1 mm, Bf:P 0.6-1, BfiP 1-2 mm y
Bg:P:T 1-2 mm. En esta variable de respuesta los demas tratamientos resultaron
estadisticamente similares.

A continuacion se presentan los resultados de las variables de la planta que
pudieron influir en la colonizaciéon micorrizica y la produccion de esporas: volumen
radical y peso seco de la raiz ya que el peso seco y volumen radical de las plantas
de lechuga pudieron influir en la colonizacién micorrizica y la produccion de
esporas, esto debido a que la raiz es la zona de interaccion entre la planta y el
hongo micorrizico.

2.5.3 Peso seco de la raiz

Se observa en esta variable de respuesta, del experimento no inoculado, que la
granulometria de los sustratos donde hubo mayor peso seco de la raiz, fue < 0.6
mm y 0.6-1 mm (Figura 2.7). El andlisis de la varianza (Anexo 2.1) se distingue
diferencias altamente significativas entre tratamientos.

En el experimento inoculado con Gi. gigantea, la granulometria de los sustratos

donde hubo mayor peso seco de la raiz fue < 0.6 mm y 0.6-1 mm. El analisis de la
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varianza (Anexo 2.1) muestra que hubo diferencia altamente significativas entre

los tratamientos.

<0.6 mm 0.6-1mm 1-2mm
100 -
90 - DMS =31.07
80 - a

abc abcd apc

Porcentaje de colonizaciéon micorrizica

& A Q8 8 A A Ry

S o P S & o & & &
«

Sustratos
Figura 2.2 Porcentaje de colonizacién micorrizica en plantulas de lechuga

inoculadas con Gigaspora gigantea en los sustratos (75 dias después de la

siembra). DMS= Diferencia minima significativa.

Figura 2.3 Arbusculos y micelio intrarradical en raices de lechuga

colonizadas por Gigaspora gigantea 75 dias después de la siembra en los

sustratos a) Bg:P:T 1-2 mm y b) Tur.A:V a granel.
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Figura 2.4 Numero de esporas de Gigaspora gigantea en los sustratos
probados (a los 75 dias después de la siembra). DMS= Diferencia minima

significativa.

En la prueba T (Anexo 2.3) los sustratos donde se encontraron diferencias
significativas (a < 0.05) entre los tratamientos de inoculacion de ambos
experimentos fueron: Bf:T 0.6 -1 mm y Bf:T 1-2 mm, los demas tratamientos
resultaron estadisticamente similares.

En el experimento no inoculado en esta variable de respuesta, el analisis de la
varianza muestra que hubo diferencias altamente significativas entre los
tratamientos (Anexo 2.1). El tamafio de particula donde hubo mayor volumen
radical fue < 0.6 mm y 0.6-1 mm (Figura 2.9).

En tanto que el analisis de la varianza (Anexo 2.1) del experimento inoculado con
Gi. gigantea, existieron diferencias altamente significativas entre los tratamientos,
los sustratos con granulometria < 0.6 mm y 0.6-1 mm nuevamente presentaron
los valores mas altos en esta variable de respuesta (Figura 2.10).

En la prueba T (Anexo 2.2) los sustratos donde se encontraron diferencias
significativas (a < 0.05) entre los experimentos fueron: Bf:-T < 0.6 mm y Bf:P 1-2
mm; en esta variable de respuesta, los demas tratamientos resultaron

estadisticamente similares.
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Bf:T Bg:T Bf:P Bg:P Bf:T Bg:T Bf:P Bg:P Bf:-T Bf:P Bg:P:T Tur:A:vV
Sustratos

Figura 2.5. Peso seco de la parte aérea de plantulas de lechuga del
tratamiento no inoculado en los sustratos probados. DMS= Diferencia

minima significativa.
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Bf:T Bg:T Bf:P Bg:P Bf:-T Bg:T Bf:P Bg:P Bf:-T Bf:P Bg:P:T Tur:A:vV
Sustratos

Figura 2.6 Peso seco de la parte aérea de plantulas de lechuga del
tratamiento de inoculacién con Gigaspora gigantea en los sustratos

probados. DMS= Diferencia minima significativa.
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Figura 2.7. Peso seco de la raiz de plantulas de lechuga del tratamiento no
inoculado en los sustratos probados. DMS= Diferencia minima significativa.
2.5.4 Volumen radical
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Figura 2.8. Peso seco de la raiz de plantulas de lechuga del tratamiento
inoculado con Gigaspora gigantea en los sustratos probados. DMS=

Diferencia minima significativa.
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Figura 2.9. Volumen radical de plantulas de lechuga del tratamiento no

inoculado en los sustratos probados. DMS= Diferencia minima significativa.
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Figura 2.10. Volumen radical de plantulas de lechuga del tratamiento

inoculado con Gigaspora gigantea, en los sustratos probados. DMS=

Diferencia minima significativa.
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2.5.5 Propiedades fisicas y quimicas de los sustratos probados

2.5.5.1 Analisis de los sustratos experimentales

El pH de los sustratos es ligeramente acido (entre 6.2 y 6.9) y moderadamente
acido (5.3) en el sustrato Tur.A.V a granel. Donde se present6 menor conductividad
eléctrica fue Bg:P:T 1-2 mm (Anexo 2.5).

Los sustratos que presentaron la mayor densidad aparente fueron los de
granulometria < 0.6 mm, con excepcion de Bg:P. y los que presentaron densidades
reales mayores fueron Bf:-T, Bg:T, Bg:P (< 0.6 mm), en tanto que Tur:A:V a granel
tuvo el valor mas bajo (1.2 g cm™). El sustrato que presentd mayor espacio poroso
total fue Bf:P 1-2 mm y el que estadisticamente obtuvo menor espacio poroso total
fue Bf:P < 0.6 mm con 73.77% (Anexo 2.5).

2.5.5.2 Curvas de retencién de humedad

Las particulas de los sustratos con granulometria de < 0.6 mm a las 24 h (Figura
2.11) tuvieron menor capacidad de retener humedad a tension cero que las de
tamano de particula mayor 1-2 mm (Figura 2.12). Sin embargo, en los sustratos
con granulometria menor la humedad se retuvo con mayor fuerza a medida que
fueron sometidos a las tensiones mas altas (50 y 100 kpa) y por tanto no liberaron
el agua facilmente en comparacién con los sustratos de granulometria mas alta.
Por el contrario, a medida que el tamafio de particula de los sustratos probados se
incrementd, aumentd su capacidad de retenerla a tension cero, pero de perderla

con facilidad al aumentar las tensiones (Figuras 2.11 - 2.13).

2.5.6 Analisis micromorfolégico de los sustratos no inoculados e inoculados
con Gigaspora gigantea a los 75 dias después de la siembra

En los Cuadros 2.2 y 2.3 se presentan los resultados del porcentaje de porosidad
de cada sustrato en las secciones delgadas, donde se analizaron, en cada una de
estas, seis campos de observacién en zonas superior, intermedia y baja de la

seccion delgada siguiendo la metodologia de Gutiérrez-Castorena et al. (2011).
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Cuadro 2.1 Caracteristicas fisicas y quimicas de los sustratos probados

Tamaiho Sustrato pH CE Da Dr EPT

Particula Mmhos’ cm? g ‘cm’ g'cm'3 %

Bf:T 6.9(0.33) 148.3(4.10) 0.6(0.01)  25(0.01)  80.9(0.7)
<0.6 mm Bg:T 6.7(0.16) 1557 (12.3) 0.5(0.01)  25(0.06)  82.6 (0.4)
Bf:P 6.5(0.14) 141.4(27.2) 05(0.01)  1.0(0.10)  73.7(1.3)
Bg:P 6.2(0.15) 165.8(16.8) 0.4(0.00)  25(0.01)  78.3(1.0)

0.6-1 mm Bf.T 6.5(0.27) 150.7(5.50) 0.4 (0.01)  2.3(0.01)  84.1(0.6)

Bg:T 6.4(0.11) 150.2(30.4) 0.4 (0.01)  2.7(0.10)  82.0(0.7)

Bf:P 6.3(0.19) 147.7(27.0) 0.4(0.01)  22(0.01)  82.7(0.1)

Bg:P 6.3(0.15) 124.6(17.0) 0.5(0.01)  2.2(0.06)  81.6(0.46)

1-2 mm BE.T 6.2(0.35) 158.7(20.0) 0.2(0.01)  2.4(0.09)  86.1(0.6)

Bf:P 6.2(0.12) 137.0(23.0) 0.2(0.01)  21(0.11)  91.1(0.5)

Bg:P:T 6.2(0.01)  56.9(7.1)  0.4(0.39) 24(0.03) 83.8(0.2)

A granel TurAV 5.3(0.04) 108.2(6.3) 0.2(0.01)  12(0.12)  78.9(1.91)
DMS 0.784 73.455 0.042 0.353 3.414

CE= Conductividad eléctric,. Da.= densidad aparente, Dr.= densidad real, EPT= espacio poroso
total. DMS =Diferencia minima significativa. El valor entre paréntesis representa la desviacién
estandar para cada una de estas propiedades en cada sustrato, n=3.

100 -
90 -
80 - T e \
(0 . 7 .y
70 - *— * - a
+
60 -
<0.6 mm
50 -

40 —o—Bf:P
30 | =—#—Bg/P
20 - Bf:T

% Retencion de humedad

10 | —¢=Bg:T

0 10 50 100
Tension kpa

Figura 2.11: Capacidad de retencion de humedad en sustratos de

granulometria < 0.6 mm a diferentes tensiones después de 24 h.
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Figura 2.12. Capacidad de retencion de humedad en sustratos de

granulometria de 0.6- 1 mm a diferentes tensiones después de 24 h.
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Figura 2.13. Capacidad de retencion de humedad en sustratos de

granulometria mayor 1-2 mm a diferentes tensiones después de 24 h.

El calculo se realizé con el programa Image-Pro-Plus version 5 con objetivo 2X. En

el presente trabajo se denotan tres valores en las secciones delgadas analizadas,
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los cuales representan dentro de circulos el porcentaje de porosidad (alto-medio-
bajo).

En ambos experimentos de inoculacién, el acomodo, distribucion de particulas, asi
como el espacio poroso presentaron variaciones, debidas principalmente al
tamano de particula empleado en los sustratos, lo que propicié diferencias en la
capacidad de aireacion y retencion de humedad en cada sustrato (Figura 2.14).

En el experimento inoculado con Gi. gigantea, los sustratos con base en Bf con
granulometria de 1-2 mm presentaron el mayor espacio poroso: Bf:T (44-70%) y
Bf:P (49-64%) y menor capacidad de retencion de humedad, lo que sugiere que el
empaquetamiento complejo y la forma de las particulas propiciaron mayor drenaje.
En tanto que en Bg:P:T, por la forma granular de sus particulas organicas, se
propicid que se retuviera la humedad con mayor fuerza que en las mezclas
anteriores y adicionalmente, sus particulas inorganicas coadyuvaran en mantener
la aireacion para el desarrollo de las raices colonizadas y la formacioén de esporas
(Figura 2.15).

Cuadro 2.2 Porosidad total en mezclas de sustratos no inoculados en seis

puntos de secciones delgadas.

Tamafio Sustrato % Espacio poroso

Particula 1 2 3 4 5 6 o
Bf:T 32.4581 24.6658 18.8355 14.2586 32.075 26.717 5.5817

<0.6 mm BgT 17.3636 31.8552 28.3306 17.2308 21.112 21.379 4.8095
Bf:P 27.5173 27.6927 29.7215 22.0447 28.8461 30.0188 1.9061
BgP 27.7463 18.521 28.2158 14.1563 24577 18.3064 4.9259

0.6-1 mm Bf:T 40.134 47.3732 35.3608 38.5467 33.4416 31.6405 4.2685
BgT 29.2983 22.9099 28.5159 37.8291 28.4562 28.2219 2.9056
Bf:P 36.6678 38.871 33.3228 40.1073 50.7594 26.524 5.5371
BgP 35.3227 33.4887 44.6119 26.2979 30.5775 32.7485 4.084

1-2 mm Bf:-T 54.4901 46.1109 56.2557 50.9299 54.4322 44.4693 3.9446
Bf:P 69.7033 59.4645 50.556 62.1058 55.5399 47.1555 6.337

A granel TurA:V 34.7009 38.9382 52.0151 40.8007 55.3414 49.5736 7.0817
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Figura 2.14. Distribucién de particulas de los sustratos no inoculados a) Bf:T
< 0.6 mm, b) Bf:P <0.6 mm, c) Bf:P 0.6-1 mm, d) Bf:P 1-2. Los circulos

representan el porcentaje de espacio poroso de éstas. Dimensiones de las

secciones delgadas 3x5 cm.

En los sustratos con granulometria de < 0.6 mm inoculados, fue notable la
participacion de la raiz, ya que ésta propicid el incremento del espacio poroso
(Figura 2.16). Los sustratos en este tamafo de particula presentaron mayor
capacidad de retencién de humedad independientemente del tipo de bonote de
coco empleado (Figura 2.11). Esto fue debido a que las particulas del bonote de
coco, al presentar mayor superficie especifica incrementaron la adhesion entre las
moléculas de agua en la superficie, lo que ocasiond reduccién en el espacio
poroso, bajo porcentaje en colonizacion micorrizica y la ausencia de esporas.

En la Figuras 2.19 c,d se muestra que la presencia de las esporas en el sustrato
Bg:P:T 1-2 mm, se relaciondé con la presencia de poros de empaquetamiento
complejo donde tuvo lugar la percolacion entre las particulas del sustrato; y por
otro, a la presencia de particulas inorganicas (Pl), donde se presume fue menor el
almacenamiento de agua entre las particulas.

En el estudio micromorfolégico del sustrato Bg:P:T también se muestra que el
numero de esporas pudo estar subestimado debido a que algunas de éstas se
encontraron relacionadas también con poros vesicula fracturados de las particulas
de tezontle, razdn por lo cual, no se pudieron aislar por estar retenidas en el tamiz

de mayor abertura de malla al emplear la técnica del tamizado humedo, propuesta
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por Gerdemann y Nicolson (1963) y no ser consideradas en el conteo (Figura 2.20
a, b).

Cuadro 2.3. Porosidad total en mezclas de sustratos inoculados con

Gigaspora gigantea en seis puntos en secciones delgadas.

Tamafio Sustrato % Espacio poroso
Particula 1 2 3 4 5 6 (<]
Bf:T 38.516 43.432 23.004 36.1375 30.1586 41.6746 5.9372
< 0.6 mm Bg.T 29.4546 25.1975 36.3317 27.7574 35.3766 28.1116 3.655
Bf:P 55.9705 51.413 25.4417 39.999 42.75 28.0462 9.4411
Bg:P 38.577 22.3541 26.9989 29.597 26.1349 22.7116 3.6331
0.6-1 mm Bf:T 40.3373 38.4655 40.4187 50.6019 40.9945 42.5993 2.4939
Bg.T 49.3953 43.9698 34.8968 44512 43.8111 42.9446 2.8894
Bf:P 29.7526 33.1062 40.8899 48.9731 46.0884 31.8889 6.8672
BgP 41.6745 31.2922 47.3317 24.0167 25.7937 43.4861 8.5649
1-2 mm Bf:T 63.9373 69.739 53.3179 55.4845 51.3259 440724 6.0144
Bf:P 49.4549 60.6086 53.8596 57.2928 51.2143 64.2662 4.6064
BgP:T 38.7223 30.6215 46.8767 33.9877 45.2886 34.4372 5.3068
A granel TurA:V 51.5021 49.9106 41.9655 55.5484 46.3757 53.9595 3.8042

Figura 2.15. Distribucion en secciones delgadas de particulas de los
sustratos inoculados con Gigaspora gigantea a) Bf:T, b) Bf:P y c) Bg:P:T con
granulometria de 1-2 mm. Los circulos representan el porcentaje del espacio
poroso en secciones delgadas de los sustratos. Dimensiones de las
secciones delgadas 3x5 cm.
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La formacion de las esporas en el sustrato Tur:A:V a granel, se relaciona por un
lado con las particulas menores a 1 mm, donde se tuvo mayor capacidad de
humedad y por otro a la presencia de particulas con granulometrias mayores que
propiciaran mayor espacio poroso. En el estudio micromorfolégico se muestra que

la cantidad de esporas de Gi. gigantea se relacion6 mayormente con poros de

empaquetamiento complejo (Figuras 2.19 a, b).

Figur 2.16. Distribucién de partlcu.laé de los ustatos inoculados con
Gigaspora gigantea a) Bf:T, b) Bg:T, c) Bf:P, d) Bg:P con granulometria de < 0.6
mm. Los circulos representan el porcentaje del espacio poroso Dimensiones de

las secciones delgadas 3x5 cm.

Figura 2.17. Distribucion de particulas de los sustratos inoculados con

Gigaspora gigantea a) Bf:T, b) Bg:T, c) Bf:P, d) Bg:P con granulometria de
0.6-1 mm. Los circulos representan el porcentaje del espacio poroso de los

sustratos. Dimensiones de las secciones delgadas 3x5 cm.
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Figura 2.18. Distribucién :en“se(':cidnes delgadas de particulas del sustrato
Tur:A:V a granel a) no inoculado b) inoculado con Gigaspora gigantea.

Dimensiones de las secciones delgadas 3x5 cm.

Figura 2.19. Secciones delgadas que muestran a) esporas de Gigaspora
gigantea entre los poros de empaquetamiento complejo de los sustratos a
Tur:A:V a granel, b) espora de Gigaspora gigantea relacionada con raiz c)
espora asociada a particulas organicas de Bg:P:T 1-2, d) espora asociada a
poros de empaquetamiento complejo en Bg:P:T 1-2 mm.
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Figura 2.20. Secciones delgadas que muestran esporas de Gigaspora
gigantea relacionadas con poros vesicula fracturados de particulas de
tezontle en Bg:P:T 1-2 mm observadas con luz cruzada con microscopio

petrografico.

2.6 Discusién
Segun Saif (1981), el sustrato ideal para la propagacion de HMA debe permitir el
establecimiento funcional de la simbiosis micorrizica y ayudar a la provisién de
agua y aire en el crecimiento de los simbiontes involucrados.
Guzman-Plazola et al. (1990) probaron bonote solo y en mezcla con suelo, asi
como arena-suelo (testigo) para propiciar la colonizacion en Phaseolus vulgaris y
produccién de esporas de Glomus sp. Ellos reportaron que el bonote sb6lo o en
mezcla fue inapropiado para la colonizacion micorrizica (17.5%) y produccién (52
esporas100 mL™" de sustrato), en comparacion con el tratamiento testigo, el cual
tuvo 83.5% de colonizacién y 882 esporas 100 mL™" sustrato.
Douds et al. (1998) utilizaron como sustrato una mezcla de arena: vermiculita:
arcilla (75:1:1 v/v), para propagar con dos variedades de Medicago sativa L.
(Gilboa y Moapa) y Paspalum notatum a Gigaspora margarita. Después de 21
semanas se evalud el numero de esporas producidas. Con M. sativa var. Gilboa
se produjeron 175 esporas, con la variedad Moapa 52 esporas y para P. notatum
1659 esporas de Gi. margarita en 43 cm?® de sustrato. Por su parte Santos et al.
(2000) utilizaron una mezcla de suelo y arena (1:1 v/v) para propagar hongos de
Gi. margarita y Rhizophagus clarus (antes Glomus clarum) con Brachiaria
decumbens como planta hospedera. Después de cinco meses estos autores
obtuvieron 490 y 4300 esporas en 100 g de sustrato respectivamente. Los datos
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anteriores ponen de manifiesto que la velocidad de esporulacion de Gigaspora en
relacion a otros géneros es mas lenta y que esto también esta influenciado tanto
por el tipo de sustrato como por la espacie o variedad de planta hospedera
utilizada.

El tamano, la forma y composicion de los componentes de la particulas son
caracteristicas decisivas que determinan de manera significativa las propiedades
fisicas, quimicas y micromorfolégicas tanto en el desarrollo de la planta (Anicua et
al. 2009) como en el establecimiento de la simbiosis micorrizica y numero de
esporas (Gaur y andoheya, 2000). Cuando se combinan las particulas organicas e
inorganicas de un mismo diametro, se forman poros de empaquetamiento
complejo (Bullock et al.,, 1985) y las propiedades fisicas se relacionan con la
proporcion de cada tipo de particula (mas almacenamiento de agua a mayor
contenido de bonote de coco y mayor percolacién a mayor contenido de tezontle o
piedra pomez).

El presente estudio mostré que en las mezclas que dieron origen a los sustratos
con ambos tipos de bonote de coco (granular y fibroso) tienen caracteristicas
similares en retencion de humedad, densidad aparente y real, asi como espacio
poroso y mayor efecto en las variables de respuesta de las plantulas de lechuga a
medida que el tamafio de particula disminuye. Asimismo, esto propicid que se
desarrollara la raiz, se formaran poros canal para que ésta pudiera respirar, pero
no lo suficiente para que favoreciera la colonizacién micorrizica y la formacién de
esporas. La raiz en los sustratos de granulometria menor abrié espacio, y
desplazo el sustrato circundante a las orillas de la maceta y por tanto, propicié la
disminucién del espacio poroso.

Noguera et al. (2003) y Anicua-Sanchez et al. (2009) reportaron que en las
particulas de los sustratos, la capacidad de retencion de humedad se relaciona
con el tipo de poros presentes entre las mezclas y con su superficie especificas;
las cuales aumentan la fuerza de adhesién conforme disminuye el tamafno de las
particulas.

Los sustratos con granulometria de 0.6-1 mm, excepto de Bf:-T y Bg:P, tuvieron
resultados similares en las variables de respuesta de las planulas de lechuga a los

con granulometria de < 0.6. En el analisis micromorfolégico se muestra que el
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sustrato desempefié un papel decisivo en el desarrollo de la raiz, lo cual influyd
con excepcion de Bg:T, en la poca produccion de esporas. Sin embargo, favorecio
al establecimiento de la simbiosis micorrizica con ambos tipos de bonote.

Con respecto a los sustratos con granulometria de 1-2 mm, existieron diferencias
tanto en las variables de respuesta de la planta, colonizacion y numero de esporas
entre Bf:P y Bf.T con respecto a Bg:P:T; debidas principalmente a la naturaleza de
los tipos de bonote. Gutiérrez-Castorena et al. (2011) reportaron que para el
bonote granular con granulometria 1-2 mm, la humedad disminuye cuando se
mezcla con componentes inorganicos como P y T, contribuyendo también al
incremento en espacio poroso. Los autores también reportaron que cuando hubo
mayor proporcion del componente organico, se formaron poros de
empaquetamiento compuesto, los cuales tienen capacidad para retener agua y
nutrimentos (Bullock et al.,1985).

En la presente investigacion, el tipo de poros presentes en los sustratos con Bf fue
de percolacion, lo cual propicié disminucidn en retencibn de humedad en
comparacién con Bg:P:T; y por tanto aumento en espacio poroso, menor
desarrollo de las variables de respuesta de la planta hospedera, asi como en
porcentaje de colonizacion y formacion de esporas.

Gerdemann y Nicolson (1963) disefiaron la técnica para aislamiento de esporas a
través del tamizado humedo y decantacion, utilizando una serie de tamices de
diferente abertura de malla, la cual sigue usandose hasta nuestros dias. Esta
técnica ha sufrido pocas modificaciones, que estan mayormente relacionadas en
el manejo de las muestras de suelo o sustratos como por ejemplo la adicion de
agua oxigenada para ayudar a romper los agregados con mayor eficiencia y asi
liberar a las esporas que pudieran estar entre estos. En el analisis
micromorfolégico del sustrato Bg:P:T 1-2 mm (Figura 2.19), se muestra que las
esporas Gi. gigantea se relacionan no sélo con el espacio poroso entre las
particulas presentes, sino que lo estan con los poros externos de las particulas de
tezontle, donde pueden estar ocluidas.

Con respecto al sustrato a granel de Tur:A:V, aunque propicié valores bajos en las
variables de respuesta de la planta hospedera, pero los valores estadisticamente

obtuvo los valores mas altos en colonizacion micorrizica y formacién de esporas.

51



En cuanto al pH, Skipper y Smith (1979) reportaron que para el caso de Gigaspora
sp. el intervalo 6ptimo en suelo es 5.1 a 6.2, propiedad quimica que influy6 de

manera positiva en este sustrato (5.2) y negativamente para los demas.

En el andlisis de las secciones delgadas para Tur:A:V a granel, se observé que la
organizacion de sus componentes tuvieron un comportamiento de agrupacion
entre las particulas finas, lo que pudo influir tanto en su capacidad para retener
humedad como en los poros de empaquetamiento complejo, lo que propicio el flujo
de aire entre particulas de mayor tamafio en beneficio de la colonizacion

micorrizica y formacion de esporas.

2.7 Conclusiones

La produccién de inoculante micorrizico de Gi. gigantea, se relacion6 con la forma
y tamanos de particula en las mezclas de sustratos, asi como con la capacidad de
retencidon de humedad para cada uno de estos, lo que origind diferencias en la
formacion de esporas y desarrollo de la raiz hospedera.

Los sustratos con granulometria < 0.6 mm tuvieron mayor capacidad de retencion
de humedad y menor aireacion lo que propicidé mayor volumen radical, peso seco
de la parte aérea y radical en las plantulas de lechuga, independientemente del
tipo de bonote de coco que se empled y tratamiento de inoculacion. Sin embargo,
debido a este comportamiento con su planta hospedera, se infiere que hubo mayor
superficie especifica entre las particulas de los sustratos y con esto, menor
aireacion. A medida que la raiz se desarrollaba, se formaron canales pero
alrededor de estos y en el resto de la maceta se gener6 compactacion de
particulas, condicidn que no permitid la colonizacion y esporulacion de G.
gigantea.

Los sustratos con granulometria de 0.6-1 mm favorecieron el mayor porcentaje de
colonizacion micorrizica en las raices de lechuga; lo cual seria una excelente
respuesta para otras especies micorrizicas, donde las raices colonizadas son
propagulos infectivos, pero no para el género Gigaspora, mismas que no fueron
favorecidas por el sustrato.

Los sustratos con bonote fibroso (Bf:T y Bf:P) y granulometria de 1-2 mm tuvieron

poros de percolacion mayores y consecuente menor retencion de humedad en
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comparacién con los otros tamafios de particula; esto influyd negativamente en las
variables de respuesta de las plantas (menor peso seco de la parte aérea y raiz y
volumen radical) y en la colonizacion y formacién de esporas.

La diferencia entre el numero de esporas por gramo entre los sustratos Bg:T.P 1-2
mm y Tur:A:V a granel fue £ 11. Sin embargo, es posible que ambos sustratos
tuvieran resultados similares ya que algunas esporas se relacionaron con poros
vesicula fracturados de las particulas de tezontle. Se propone a la mezcla de

bonote como sustituto de la turba en la produccion de inoculante micorrizico.
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CAPITULO 3. PRODUCCION DE ESPORAS DE Gigaspora gigantea Y
Funneliformis mosseae CON PLANTULAS DE LECHUGA EN DOS
TIPOS DE SUSTRATOS
Resumen

Para la produccién de inoculante de Gigaspora gigantea y Funneliformis mosseae
se probaron dos tipos de sustratos de la misma granulometria (1-2 mm). El
primero elaborado con base en bonote de coco: granular (Bg) en mezcla con
piedra pomez (P) y tezontle (T) en proporcién 6:1:1 v/v, y una mezcla con turba:
agrolita: vermiculita a granel, en proporcién 2:1:1 v/v. Se utilizé un tratamiento
testigo en ambos sustratos y plantulas de lechuga como planta hospedera. A cada
sustrato se le determin6: pH, conductividad eléctrica, espacio poroso total,
densidad aparente y real, y curva de liberacion de agua. El experimento se
cosechd a los 80 dias después de la siembra y se evalué numero de esporas,
porcentaje de colonizacion micorrizica, peso seco de la parte aérea y raiz,
volumen radical ademas del porcentaje de actividad fungica micorrizica y
demanda de agua in situ en las plantas de lechuga micorrizadas. El sustrato que
favorecié mayor numero de esporas fue Bg:P:T con 0.43 esporas de Gi. gigantea
g’ sustrato seco; sin embargo, en el analisis de la varianza no se distinguieron
diferencias significativas, es decir, la variable de respuesta fue estadisticamente
similar en todos los tratamientos. El porcentaje de colonizacién de Gi. gigantea fue
similar en ambos sustratos y para F. mosseae so6lo en Tur:A:V. La actividad
fungica micorrizica fue similar en ambos sustratos para ambos hongos. El peso
seco de la parte aérea fue similar en Bg:P:T y Tur:A:V en los tres tratamientos de
inoculaciéon. El peso seco de la raiz fue mayor en Bg:P:T que en Tur:A:V
independientemente del tratamiento de inoculacion al igual que el volumen radical,
el cual solo fue diferente el tratamiento testigo en Tur:A.V. Las plantas inoculadas
con Gi. gigantea en Bg:P:T demandaron agua en forma mas continua que F.
mosseae en ambos sustratos asi como en los tratamientos testigo. Los resultados
mostraron que a pesar de que los sustratos no estimularon la produccion de
esporas, las estructuras micorrizicas intrarradicales se mantuvieron activas,
probablemente en espera de condiciones mas favorables de temperatura y fue

necesario mas tiempo para propiciar la formacién de esporas.
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3.1 Introduccién

El desarrollo de la vegetacion esta influenciado por los cambios estacionales de
humedad y temperatura. Dichas condiciones y sus umbrales, determinan la
tolerancia de las plantas (Ramcharan et al., 1991), asi como la granulometria del
sustrato en condiciones de invernadero (Vargas-Tapia et al., 2008). Estos efectos
en conjunto, con la simbiosis micorrizica, raiz hospedera y produccion de
inoculante han sido poco estudiados (Gaur y Andholeya 2000; Gavito y Azcén
2012).

Diversas investigaciones han intentado determinar las propiedades fisicas de los
sustratos, debido a que cambian durante la produccion, ya sea por el crecimiento
de la planta, degradacion o reorganizacion de la estructura de las particulas y el
proceso de mineralizacion (Bures et al., 1997). Por otro lado, es necesario realizar
mediciones de liberacién de agua in situ en forma continua, automatica y precisa
que de informacion sobre a qué tension la planta es capaz de absorberla y que
esto conlleve a programar riegos con base en la demanda de la planta y contribuir
de esta manera en la disminucion de los costos de producciéon (Pineda-Marin
2011).

Con base en los resultados obtenidos en el experimento anterior, donde se obtuvo
el mayor porcentaje de colonizacién micorrizica y produccion de esporas de Gi.
gigantea en los sustratos Bg:P:T 1-2 y Tur:A:V a granel, en abril del 2012 se
establecio el segundo experimento en condiciones de invernadero. En éste, se
probaron como fuente de inoculante a los hongos micorrizico arbusculares Gi.
gigantea y Funneliformis mosseae, los cuales ofrecen formas de colonizacion y
formacién de esporas contrastantes entre si (Klironomos y Hart, 2002). Dicho

experimento fue de 80 dias, entre los meses de abril y julio del 2012.

3.2 Objetivo general
Comparar la produccion de esporas de las especies Gi. gigantea y F. mosseae en
dos tipos de sustratos de la misma granulometria con plantulas de lechuga en

condiciones de invernadero.
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3.2.1 Objetivos particulares
3.2.1.1 Evaluar la produccidn de esporas en mezclas de sustratos Tur:A:V y
Bg:P:T con particulas 1-2 mm.
3.2.1.2 Comparar la demanda hidrica de plantulas de lechuga inoculadas con Gi.
gigantea y F. mosseae en Bg:P:T y Tur:A:V con granulometria 1-2 mm en

condiciones de invernadero.

3.3 Hipotesis general
La produccién de esporas varia con relacion al tipo de mezclas de sustratos de la

misma granulometria.

3.3.1 Hipétesis particulares
3.3.1.1 La produccién de esporas de Gi. gigantea es similar en los sustratos
Bg:P:T y Tur:A:V con granulometria 1-2 mm con plantulas de lechuga bajo
condiciones de invernadero.
3.3.1.2 La demanda de agua en las plantulas de lechuga esta en funcion de los

tratamientos de inoculacion en los sustratos probados.

3.4 Materiales y métodos

Se establecié un experimento, el cual se estructuré con el disefio completamente
al azar. Se consideraron tres tratamientos de inoculacién micorrizica: no
inoculado (NI), F. mosseae y Gi. gigantea en dos sustratos: bonote de coco
granular: piedra pémez y tezontle (Bg:P:T) en proporcion 6:1:1 y
turba:agrolita:vermiculita (Tur:A:V) en proporcion 2:1.1. El tamafo de particula

para ambos sustratos fue 1-2 mm.

3.4.1 Establecimiento del experimento

El in6culo micorrizico de Gi. gigantea y F. mosseae se propago en macetas en
arena estéril y Plantago lanceolata L. y Allium cepa L. como plantas hospederas
en arena estéril. Las plantas se regaron cada tercer dia con solucién nutritiva
Hoagland baja en fésforo [20uL]. El periodo de propagacién del inoculante fue de
agosto a diciembre del 2011. Después de ese tiempo, las macetas se dejaron de
regar durante tres meses para propiciar la esporulacién de los hongos bajo

estudio. Antes de establecer los experimentos, los sustratos se esterilizaron 1 h en
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una olla de presiéon marca PRESTO a 120 °C y 15 Lb de presion. Se utilizaron
semillas peletizadas de lechuga (Lactuca sativa var. King Herry). El experimento
consto de seis tratamientos con siete repeticiones, lo que dio lugar a 42 unidades
experimentales.

Las repeticiones en cada uno de los tratamientos se organizé de la siguiente
manera: tres fueron para analisis estadistico, dos para analisis micromorfolégico y
dos para medir la demanda de agua de las plantas de lechuga en los sustratos
para cada tratamiento de inoculacion. La demanda de agua requerida a medida
que las plantas se iban desarrollando se evalué utilizando sensores de humedad
en kilopascales (kpa). El sensor (prehidratado por + 24 h). se coloc6 una vez que
el sustrato se saturd (tension cero). Las plantas se regaron, con solucion nutritiva
Hoagland, diariamente los primeros 10 dias y posteriormente cuando perdian
humedad (tension diferente a cero).

El experimento se establecid entre los meses de abril a julio del 2012, en
invernadero (temperatura minima de 16 °C y maxima de 50.8 °C, con intensidad
luminosa de 19426.408 W-cm™? (o = 26050.873), en el Colegio de Postgraduados

campus Montecillo.

3.4.2 Variables de respuesta a evaluar

Las variables que se avaluaron fueron: capacidad de retencion de humedad y
temperatura de los sustratos que se utilizaron mientras que las variables de
crecimiento las plantulas de lechuga fueron: peso seco de la parte aérea y raiz, y
volumen radical. Con respecto a la calidad del inoculante se midi6 el porcentaje de
colonizacion micorrizica asi como numero de esporas. La metodologia que se
empled para este proposito esta descrita en la seccion dos. Adicionalmente se
midi6 el porcentaje de raiz colonizada activa, a través de la tincion vital descrita a

continuacion.

3.4.2.1Tincioén vital
Para cuantificar la actividad fungica micorrizica en la raiz hospedera, unas horas
antes de la cosecha del experimento, se prepard el reactivo de succinato

deshidrogenasa (SDH) en condiciones de oscuridad.
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Las raices colectadas para esta prueba, después de lavarse, se colocaron en
tubos con SDH y se resguardaron en oscuridad por 24 h. Transcurrido dicho
tiempo, la solucién se elimind y la reaccion se detuvo al agregar Cloralex® al 1%
durante 5 min. Posteriormente, las raices se enjuagaron con agua destilada
colocandose en fucsina acida [0.1% en glicerol al 50%] por un tiempo minimo de
24 h; éstas fueron montadas en portaobjetos y observadas al microscopio con
objetivo 40x. La tincion vital se calculé tomando en consideracion el porcentaje de
raiz colonizada, a través de la observacion de las estructuras micorrizicas
intrarradicales activas en el campo de observacion, con relacidén de segmentos

totales evaluados (Gonzalez-Chavez et al. 2007).

3.4.2.2 Analisis de datos

El porcentaje de colonizacion y actividad fuangica micorrizica se evaluaron
mediante estadisticos descriptivos de tendencia central, de dispersion, asi como
graficas de barras. Para determinar los sustratos que propiciaron mayor
colonizacion micorrizica se hizo un analisis de la varianza (a < 0.05) y pruebas de
comparacién de medias de Tukey (a < 0.05). El peso seco de la parte aérea y de
radical y volumen radical, se analizaron con estadisticos descriptivos, ANOVA del
Disefio Completamente al Azar (a < 0.05) y un analisis de comparaciéon de medias
de Tukey (a < 0.05). Para cada uno de los analisis, el programa estadistico que se
utilizé fue el Statistical Analysis System (SAS) version 9.0. La demanda de agua
en los sustratos durante el desarrollo de las plantulas de lechuga se representd

con graficas descriptivas con lineas de tendencia.
3.5. Resultados

3.5.1 Variables de respuesta de la planta hospedera

3.5.1.1Porcentaje de colonizaciéon micorrizica

Se encontraron diferencias en la capacidad de colonizacion entre F. mosseae y Gi.
gigantea en Bg:P:T. pero no en Tur:A:V. En la Figura 3.1 se muestran las
estructuras fungicas micorrizicas que los HMA desarrollaron en raices de lechuga
en ambos sustratos. El analisis de la varianza (Anexo 3.1) muestra que hubo

diferencias altamente significativas. En cuanto al porcentaje de raiz colonizada por
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tincion vital no se encontraron diferencias en la actividad fungica micorrizica entre

tratamientos, ni sustratos.
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mosseae gigantea mosseae gigantea
Sustratos

Figura 3.1. Porcentaje de colonizacion total y vital de los HMA probados en

sustratos. DMS= diferencia minima significativa.

En la Figura 3.2 se observan las estructuras fungicas intrarradicales de las plantas

de lechuga desarrolladas en ambos sustratos.

3.5.1.2 Numero de esporas

En el numero esporas no se distinguieron diferencias significativas entre los
tratamientos de inoculacion en ambos sustratos (Anexo 3.1). Se encontrd
variabilidad en el numero de esporas en las repeticiones de cada tratamiento
inoculado con F. mosseae y Gi. gigantea en Bg:P:T. En el sustrato Tur:A:V, no se
detectaron esporas en ninguno de los tratamientos. El coeficiente de variacion fue
alto (mas de 400%) lo que indicé la variabilidad en los tratamientos entre ambos

sustratos (Figura 3.3).
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Figura 3.2 Colonizaciéon micorrizica a) célulé auxiliares de Gigaspora
gigantea-Bg:P:T. Hifas de b) Gigaspora gigantea-Tur:A:V, c¢) Funneliformis
mosseae-Bg:P:T y d) Funneliformis mosseae-Tur:A:V.
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Figura 3.3. Namero de esporas en los tratamientos de inoculacion, en los

sustratos probados. DMS= diferencia minima significativa.
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3.5.1.3 Peso seco de la parte aérea
El peso seco de la parte aérea entre los tratamientos fue estadisticamente similar

en todos los tratamientos (Anexo 3.1, Figura 3.4).
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Bg:P:T BgPT G. BgPT i. Tur:A:V NI TurAV G. TurAV Gi.
mosseae gigantea mosseae gigantea
Sustratos

Figura 3.4. Peso seco de la parte aérea de plantas de lechuga de los
tratamientos de inoculacién en los sustratos. DMS= diferencia minima

significativa.

3.5.1.4 Peso seco de la raiz

El peso seco de la raiz fue similar entre los tratamientos de inoculacion en Bg:P:T,
lo que sugiere el efecto del sustrato en esta variable de respuesta. En Tur:A:V se
registraron los valores mas bajos (Figura 3.5). El analisis de la varianza resulté
altamente significativo. En la Figura 3.7 se muestra el efecto de los sustratos sobre
las raices, lo que sugiere que la colonizacién micorrizica no influyé ni en el

volumen, ni en el peso seco de la raiz.

3.5.1.5 Volumen radical

El volumen radical fue similar en el sustrato Bg:P:T independientemente del
tratamiento de inoculacion. En Tur:A:V el tratamiento no inoculado tuvo los valores
mas altos en esta variable de respuesta (Figura 3.6). El analisis de la varianza
(Anexo 3.1) mostrd que existieron diferencias altamente significativas en al menos
uno de los tratamientos. La Figura 3.7 muestra el efecto de los sustratos, lo que

sugiere que la colonizacion micorrizica no influy6 en esta variable de respuesta.
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Figura 3.5 Peso seco de la raiz de plantas de lechuga de los tratamientos de

inoculaciéon. DMS= diferencia minima significativa
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Figura 3.6. Volumen radical de plantas de lechuga de los tratamientos de

inoculacién en los sustratos probados. DMS= diferencia minima significativa.
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Figura 3.7 Desarrollo de raices de lechuga en los tratamientos de inoculacién

en los sustratos con granulometria 1-2 mm.

3.5.2 Propiedades fisicas y quimicas de los sustratos

Las propiedades fisicas y quimicas de los sustratos Tur:A:V y Bg:P:T (1-2 mm) en

el Cuadro 3.1. Aunque el pH de ambos sustratos se consideran como acidos, el

valor mas bajo correspondié a Tur:A:V (5.5), mientras en lo que a CE se refiere,

esta fue menor en Bg:P:T.

Cuadro 3.1. Propiedades fisicas y quimicas de los sustratos utilizados.

Sustrato pH CE Dr Da EPT
umhos. cm-* g .cm-3 g.cm-3 %

TurAV 55(02) 94.4 (55) 171(0.1) 0.2 (0.02) 84.4 (16)

Bg:P:T 6.2(0.01)  56.9(7.1) 2.4 (0.3) 0.4 (0.03) 83.8(0.2)

El valor entre paréntesis representa la desviaciéon estandar
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3.5.2.1 Dinamica de temperatura en sustratos durante el desarrollo de
plantas de lechuga

Durante el desarrollo del experimento se detectaron fluctuaciones en la
temperatura de los sustratos, en los meses de mayo-julio se observaron las
temperaturas mas altas (40-50 °C) entre las 14 y 17 horas y las mas bajas (10-
12°C) de 0-8 horas (Figura 3.8).

Los sustratos que se probaron tuvieron capacidad de retencion de humedad
similar a las diferentes tensiones (Figura 3.9).

Independientemente del tipo de sustrato empleado se detecté que la demanda de
agua 12 dias después de la instalacion de los sensores fue estadisticamente
similar en todos los tratamientos (Figuras 3.10-3.15). Sin embargo, después de
ese tiempo hubo diferencias entre los tratamientos de inoculacion en los

requerimientos de agua.
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Figura 3.8 Fluctuacion diaria de la temperatura de los sustratos durante el

desarrollo del experimento (mayo-junio).
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3.5.2.2 Cinética de demanda de agua en sustratos durante el desarrollo de

plantulas de lechuga

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 1 =l~=Tur:A:V

1-2 mm

% Retenciéon de Humedad

10 | —o—Bg:P:T
0 T T T 1
0 10 50 100

Tension Kpa

Figura 3.9 Capacidad de retencion de humedad de los sustratos probados a

diferentes tensiones después de 24 h.

Las plantas no inoculadas mantenidas en Tur:A:V, demandaron agua en periodos
mas prolongados que las plantas inoculadas, requiriéndose unicamente 10 riegos
durante el periodo de evaluacion, lo que sugiere que este sustrato mantuvo la
humedad con mayor fuerza y la necesidad de agua que las plantas tuvieron fue
de 15+ 2 Kpa (Figura 3.10).

En tanto, las plantas no inoculadas y mantenidas en Bg:P:T, la demanda de agua
fue mayor, tal como los demuestran los 14 riegos aplicados. La necesidad de
agua en los tratamientos con este sustrato ocurrié generalmente a la tension de
10x 4 Kpa, excepto en los dias 7, 12 y 16 dias, cuya tension fue superior a los 20
Kpa (Figura 3.11).

Plantas de lechuga inconuladas con F. mosseae que se desarrollaron en Tur:A:V,
demandaron agua en periodos cortos, con un total de 13 riegos en contraste con
los 10 requeridos en el testigo (Tur:A:V sin hongo). Lo anterior sugiere que la
planta se deshidraté con facilidad conforme se desarroll6 en este sustrato. La

necesidad de agua en cada ocasion fue de 10+ 2 Kpa (Figura 3.12).
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Las plantas inoculadas con F. mosseae en Bg:P:T tuvieron comportamiento
similar (14 riegos, Figura 3.13) a las plantas inoculadas con el mismo hongo y que
crecieron en Tur:A:V (Figura 3.13), ya que estas también demandaron agua en
periodos cortos.

30 -
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(=Y
(6,

0 TTr1Trrrrrrrrrryrrrrrrrrrrrrrrreerrr TrrrrrrrrrrrrrTI T ™™™

1 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51

Dias

Figura 3.10. Demanda de agua de plantas de lechuga no micorrizadas en
Tur:A:V.
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13 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51
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Figura 3.11. Demanda de agua de plantas de lechuga no micorrizadas en el
sustrato Bg:P:T.
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Las plantulas de lechuga inoculadas con Gi. gigantea mantenidas en Tur:A:V,
demandaron unicamente 10 riegos y la necesidad de agua en cada ocasion fue
de 15+ 2 Kpa (Figura 3.14).
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Figura 3.12. Demanda de agua de plantas de lechuga inoculadas con

Funneliformis mosseae en Tur:A:V.
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Figura 3.13. Demanda de agua de plantas de lechuga en Bg:P:T del

tratamiento inoculado con Funneliformis mosseae.

69
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Figura 3.14. Demanda de agua de plantas de lechuga en Tur:A:V del

tratamiento inoculado con Gigaspora gigantea.

Las plantulas inoculadas con Gi. gigantea que se desarrollaron en Bg:P:T tuvieron

comportamiento similar a cuando crecieron en Tur:A:V (10 y 11 riegos

respectivamente). La demanda de agua fue menos continua (5t 2 dias) con una

tension constante de 12 kpa (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Demanda de agua de plantas de lechuga inoculadas con

Gigaspora gigantea en el sustrato Bg:P:T.
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3.6 Discusion

La condicién de invernadero para el desarrollo de hortalizas en el periodo de
primavera-verano, influye en la temperatura al igual que en la radiacion, lo cual
propicia incremento en la respiracion, transpiracion y el proceso fotosintético de
las plantas (Langlais y Ryckewaert, 2002). Diaz et al. (1978) reportaron que el
cultivo de la lechuga requiere temperatura minima de 12 °C, éptima 15a 18 °C y
maxima de 21 a 24 °C.

En la presente investigacion la temperatura minima fue 16 °C y la maxima 50.8
OC. Esta ultima registrada entre las 12 a 17 h, superando el umbral maximo de
tolerancia por mas del 100%. Tal condicion ambiental ademas de incrementar la
temperatura de los sustratos, asi como los requerimientos de agua durante el
desarrollo de las plantulas, influyé en la colonizacion micorrizica y en la formacién
de esporas de ambos géneros fungicos. Sin embargo, el sustrato que favorecio la
formacion de esporas fue Bg:P:T, a Gi. gigantea aunque este resultado fue
estadisticamente similar entre los demas tratamientos.

Haugen y Smith 1992, determinaron el efecto de la temperatura y la habilidad de
R. intraradices de un in6culo comercial, para colonizar raices de soya, en
invernadero. Las temperaturas que se probaron fueron: 22 °C, 30 °C, y 38 °C y
encontraron que la colonizacion se favorecié a 30 °C a los 14 dias después de la
siembra. En tanto que para nuez, la mayor colonizacion se obtuvo a 22 °C (59%) y
la menor a 38 °C con <10% de colonizacién.

En la presente investigacion la colonizacion micorrizica de las plantas de lechuga
inoculadas tanto con Gi. gigantea como con F. mosseae fue de 40%-50% en
ambos sustratos, con excepcion de F. mosseae en Bg:P:T (10%-15%). Lo anterior
denotd no solo la capacidad de los HMA para colonizar las plantulas de lechuga,
sino la influencia de la naturaleza de los componentes del sustrato que se usaron
para estimular o no, la colonizacién y formacion de esporas.

Hart y Reader, (2002), mencionaron que miembros de la familia Gigasporaceae
colonizan la raiz de su planta hospedara mas lentamente que miembros de la
familia Glomaceae. Mientras las esporas de Gigaspora requieren condiciones
especificas para su germinacion Glomus coloniza la raiz a través de micelio

extrarradical y segmentos de raiz colonizadas. Estas diferencias en germinacion y

71



colonizacion entre géneros podrian representar una desventaja de Gigaspora con
respecto a Glomus. En el presente estudio el porcentaje de colonizacion fue
significativamente mas alto para Gi. gigantea que para F. mosseae en Bg:P:T. Lo
anterior indica la influencia positiva del sustrato para esta variable de respuesta
bajo estas condiciones.

En la evaluacion de la colonizacion de los HMA en la raiz hospedera, la técnica de
tincion por Azul de Tripano otorga una vision general de la colonizacién fungica,
con base sélo en la presencia de las estructuras micorrizicas intrarradicales. Sin
embargo, no indica con claridad cdmo se encuentra la colonizacion
metabolicamente activa (Utobo et al., 2011). Esta se puede conocer de manera
complementaria en relacion al crecimiento de la planta hospedera. En la presente
investigacion, el porcentaje de raiz colonizada activa no fue significativamente
diferente entre los tratamientos de inoculacién en ambos sustratos. Lo anterior se
debid principalmente a la variacion entre las repeticiones de los tratamientos; sin
embargo, se puede observar que la colonizacion micorrizica en la raiz hospedera
se mantuvo activa.

En la presente investigacion los sustratos Bg:P:T y Tur:A:V (1-2 mm) no
favorecieron la formacion de esporas. Gaur y Andholeya, (2000) obtuvieron la
mayor produccion de éstas y mayor porcentaje de colonizacion en particulas de
arena con diametro 0.50-0.78 mm para R. intraradices.

Por otro lado, Drew et al. (2003) reportaron que con R. intraradices se produjo
mayor cantidad de hifas externas en arena con tamafo de particula de 0.10 mm.
R. intraradices y F. mosseae, crecieron mas rapidamente en el sustrato con 0.10
mm y mas lento en la granulometria de 0.38 mm. Lo anterior sugiere que en la
presente investigacion la colonizacion y produccion de esporas por parte de F.
mosseae pudo estar mayormente favorecido en sustratos con granulometria
menor a 1 mm.

La formacién de esporas fue estadisticamente similar en ambos sustratos, esto
pudo ser consecuencia del alto coeficiente de variacion entre las repeticiones de
los tratamientos y de la temperatura elevada registrada durante el experimento.

En el sustrato Tur:A:V, con excepcidon del peso seco de la parte aérea, existieron

diferencias significativas en el volumen radical y peso seco de la raiz, donde el

72



tratamiento no inoculado present6 los mayores resultados. Este sustrato a pesar
de estimular menor desarrollo de la raiz en comparacion con Bg:P:T, en el
porcentaje de colonizacion, no existieron diferencias estadisticas entre ambos
sustratos, con excepcion de F. mosseae en Bg:P:T. En tanto que efecto del
sustrato Bg:P:T sobre el peso seco de la raiz y volumen radical fue mayor que
Tur:A:V, independientemente del tratamiento de inoculacion.

Hart y Reader (2005) mencionaron que debido a que las fuentes de inoculo de
Glomus sp. (esporas, micelio externo [tubo germinativo, hifas corredoras y de
absorcion, red micelial] y raices colonizadas) son mayores a Gigaspora sp.; por
tanto Glomus tendria mayor superficie de contacto y capacidad infectiva para
colonizar a su planta hospedera y la colonizacion se daria de una manera mas
inmediata en comparacién con Gigaspora. Sin embargo, estos autores no
consideraron la influencia del sustrato utilizado, el cual fue una mezcla de arena
silica y ceniza de arcilla (10:1 v/v) ni su granulometria. Ellos reportaron que F.
intraradices y Claroideoglomus etunicatum (anteriormente género Glomus)
tuvieron mayor capacidad infectiva que Gi. gigantea.

En el experimento del capitulo anterior, el analisis de las secciones delgadas
mostroé que las esporas de Gi. gigantea, se relacionaron con poros fracturados de
las particulas inorganicas de tezontle en Bg:P:T con granulometria de 1-2 mm, con
lo que se supondria que el numero de esporas tanto de G. gigantea como de F.
mosseae pudo subestimarse.

En cuanto al requerimiento de agua, el tratamiento Tur:A:V sin micorriza tuvo
menor requerimiento que Bg:P:T (NI), donde incluso, la fuerza para absorberla en
el desarrollo de las plantulas fue mayor durante los primeros dias. Esta respuesta
se observo nuevamente en los sustratos inoculados con F. mosseae, sin embargo,
el requerimiento de agua fue similar conforme transcurrieron los dias. En los
sustratos inoculados con Gi. gigantea, El sustrato Tur:A:V requirié de sélo un riego
mas que Bg:P:T (11 y 10 riegos, respectivamente) lo que demuestra la capacidad
de Gi. gigantea para optimizar el agua del sustrato bajo las condiciones
imperantes en el experimento.

Durante la presente investigacién, con respecto a los sensores que se utilizaron

para detectar la demanda de agua, estos presentaron algunos inconvenientes,
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asociados a la falta de energia eléctrica en dias consecutivos y actividad sismica
durante este periodo. Situacion que explicaria la imprecision en la deteccion de

agua en los sensores presentes en los tratamientos Tur:A:V Niy Gi. gigantea.

Se recomiendan mas estudios en relacidn a los requerimientos de agua mediante
el uso de sensores y que involucren mayor numero de repeticiones para obtener
datos representativos en cuanto a la demanda de agua de la planta hospedera y
como los microorganismos asociados a su rizosfera contribuyen en el desarrollo

de ésta, en diferentes sustratos, durante la produccion de inoculante micorrizico.

3.7 Conclusiones

La produccion de esporas de las especies F. mosseae y Gi. gigantea bajo las
condiciones del estudio, es similar entre los sustratos.

El sustrato Bg:P:T estimuld la colonizacion micorrizica en las raices de lechuga fue
similar entre los tratamientos Gi. gigantea (Bg:P:T y Tur:A:V) y F, mosseae-
Tur:A:V.

Las plantulas de lechuga demandan mayor cantidad de agua el sustrato Bg:P:T
independientemente del tratamiento de inoculacion.

El desarrollo de la planta hospedera se afectd principalmente por el tipo de
sustrato y fue independientemente del tratamiento de inoculacion.

La alta temperatura no afecté la colonizaciéon y viabilidad de las estructuras
micorrizicas intrarradicales presentes en Bg:P:T.

A pesar de la alta temperatura y la baja retencién de humedad en los sustratos
empleados, se detectd colonizacion activa de estructuras intrarradicales, de los

HMA en ambos sustratos.
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4 CONSIDERACIONES FINALES

4.1 Discusion general

Aunque las propiedades fisicas y quimicas de los sustratos son caracteristicas
determinantes para el desarrollo del cultivo (Bosa et al., 2003; Zanetti et al., 2003)
y propicié o no, el establecimiento de la simbiosis micorrizica y formacion de
esporas (Saif, 1981), es importante no soslayar la forma y capacidad del
contenedor que se utilice para este propodsito (Ladis, 1990), asi como considerar
las condiciones ambientales de humedad, luz y temperatura (Haugen y Smith
1992), y las del sustrato a utilizar.

En el experimento uno, donde la temperatura ambiental fluctué entre 12-21 °C con
intensidad luminosa de 5820.0 W'cm'z, existieron marcadas diferencias tanto en
las variables de respuesta de la planta hospedera (peso seco parte aérea y raiz y
volumen radical), como en la capacidad de colonizar a la raiz hospedera y formar
esporas de Gi. gigantea en comparacion con el segundo experimento donde la
temperatura fluctué 16 °C-50.8 °C, con intensidad luminosa de 19426.4 W-cm™, en
Bg:P:T 1-2 mm. Asi mismo, en el primer experimento se mostré que en sustratos
con ambos tipos de bonote y granulometria de < 0.6 mm produjeron mayor efecto
en las variables de respuesta en el crecimiento de la lechuga; sin embargo, no se
propicié en forma 6ptima la colonizacion ni la formacion de esporas de Gigaspora
gigantea, solo sustratos con granulometria de 0.6-1 mm para colonizacion asi
como en Bg:P:T, Tur:A:V a granel ademas para la formacion de esporas.

Con respecto a lo anterior, la mayoria de las investigaciones relacionadas con
produccion de indculo en sustratos, donde se han obtenido mayor porcentaje de
colonizacion y esporas de R. intraradices han sido 0.50-0.78 mm (Gaur y
Andholeya, 2000), mayor cantidad de hifas externas en el sustrato de 0.10 mm de
R. intraradices y F. mosseae (Drew et al. 2003) ambos utilizando como sustrato
arena; y Ridgway et al. (2006) en 0.50-1.0 mm de arena silica en mezcla con
piedra pémez (70:30 v/v), con HMA del género Glomus. Lo anterior sugiere que
los sustratos probados con granulometria de < 0.6 mm, serian propicios para
produccion de inoculante de HMA de la familia Glomeraceae. Se sugiere realizar

analisis micromorfoldgico para relacionar la interaccién entre el desarrollo de la
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raiz hospedera y estructuras micorrizicas extrarradicales con las particulas del

sustrato.

En el experimento dos, donde se comparé la capacidad de Bg:P:T y Tur:A:V
ambos con granulometria de 1-2 mm, para estimular la colonizacioén y la formacion
de esporas de F. mosseae y Gi. gigantea colonizaron a las raices de lechuga de
manera similar en Tur:A:V. Sin embargo, bajo las condiciones ambientales en que
se desarrolld la planta hospedera y los hongos no se obtuvo abundante
producciéon de esporas en comparacion con el primer experimento con Gi.
gigantea. El sustrato que demandd agua con mayor frecuencia fue Bg.P:T (1-2
mm), lo que sugiere que a medida que se desarrollaron la planta y el HMA se
permitia la presencia de espacio poroso para drenar y permitir el flujo de aire en el

sistema.

4.2 Conclusiones y recomendaciones generales

El desarrollo de la planta hospedera se afectd principalmente por el tipo de
sustrato y sus tamafnos de particula independientemente del tratamiento de
inoculacion empleado.

La temperatura elevada afect6 negativamente la formacion de esporas, por lo que
se sugiere establecer la produccién de esporas entre los meses de agosto a
diciembre.

El sustrato Tur:A:V a granel y Bg:P:T 1-2 mm, son sustratos ideales para la
colonizacion en raices de lechuga y formacion de esporas de Gi. gigantea bajo
temperaturas de entre 12 y 21 °C.

Los sustratos Bf:T, Bf:P, Bg:T y Bg:P con granulometria de 0.6-1 mm, estimulan la
colonizacion de Gi. gigantea de manera similar que Bg:P:T 1-2 mm y Tur:A:V a
granel, lo que sugeriria que también pudieran ser sustratos adecuados para F.
mosseae y colonizar raices de plantulas de lechuga a temperaturas de entre 12 y
21°C.

Es necesario en Tur:A:V a granel analizar cual seria el tamafo de particula que
propiciara mayor porcentaje de colonizacién en raices de lechuga y mayor numero

de esporas tanto de Gi. gigantea como de F. mosseae, y con estudios
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micromorfoldgicos estudiar como seria la interaccion planta-HMA-sustrato, para

que esto fuera posible.

Es preciso determinar papel que desempeien los sustratos probados, en el
desarrollo de otras plantas de ciclo de vida corto, tanto para evaluar su desarrollo
como para analizar la interaccién planta-HMA-sustrato-ambiente, que propicie el

establecimiento de la simbiosis y la produccion de inoculante.
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Anexos

Anexo 2.1 Analisis de la varianza del disefio completamente al azar (a < 0.05)

de las variables de respuesta de las plantulas de lechuga en los tratamientos

de inoculacién en los sustratos probados.

Variables de Tratamiento Varianza R? CcVv F Pr>F Signifi-
respuesta calculada (areal) cancia
% de colonizacion. Gi. gigantea 11140 0.7973 33.9749 8.59 0.001 **
Numero de. esporas Gi. gigantea 0.6627 0.9856 29.4094 149.5 0.001 **
Volumen radical NI 48819 0.7385 36.4038 6.16 0.001 **
Gi. gigantea 3.25 0.8425 30.9447 11.68 0.001 *
Peso seco de la. raiz NI 0.0481 0.7059 35.5265 5.24 0.001 >
Gi. gigantea  0.0386  0.8211 38.5861 10.02 0.001 **
Peo seco de la. Parte NI 0.1510 0.8672 28.4195 14.25 0.001 *
aérea.
Gi. gigantea  0.1507 0.8536 36.9536 12.72 0.001 **

NI= No inoculado. Gi. gigantea= Gigaspora gigantea. R*= Coeficiente de correlacién cuadratica,
C.V = Coeficiente de Variacion. ** = Diferencia estadistica altamente significativa.
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Anexo 2.2 Prueba de T (a < 0.05) del volumen radical de plantulas de lechuga

Tamafio Sustrato Tratamientos de inoculacién micorrizica Significancia
Particula No inoculado Gi. gigantea Diferencia DMS Prueba de T
Bf:T 7.00 10.00 3.00 2.2670 **
< 0.6 mm Bg:T 9.66 9.00 0.66 5.8533 NS
Bf:P 12.33 10.66 1.67 5.4752 NS
Bg:P 516 2.66 2.50 6.9719 NS
NS
0.6-1 mm Bf:T 5.00 4.66 0.34 0.9255 NS
Bg:T 8.33 9.66 1.33 6.5441 NS
Bf:P 7.66 7.33 0.33 1.3088 NS
Bg:P 6.33 5.83 0.50 8.4696 NS
NS
1-2 mm Bf:T 1.33 0.50 0.83 0.9255 NS
Bf:P 2.66 0.66 2.00 1.0347 *x
Bg:P:T 4.66 5.33 0.67 1.3088 NS
A granel TurAV 2.66 3.66 1.00 3.4628 NS

Nivel de significancia a < 0.05 DMS: Diferencia Minima Significativa.* *Diferencia estadistica altamente
significativa. NS= Diferencia estadistica no significativa.

Anexo 2.3. Prueba de T (a < 0.05) del peso seco de la raiz de plantulas de

lechuga

Tamafrio Sustrato Tratamientos de inoculacién micorrizica Significancia
Particula No inoculado Gi. gigantea Diferencia DMS Pruebade T

Bf:T 0.85 0.84 0.01 0.3773 NS

< 0.6 mm Bg:T 0.75 0.77 0.02 0.7999 NS

Bf:P 1.24 1.19 0.05 0.2722 NS

Bg:P 0.54 0.13 0.41 0.788 NS

0.6-1 mm Bf:T 0.59 0.31 0.28 0.1587 b

Bg:T 0.67 0.80 0.13 0.3935 NS

Bf:P 0.84 0.69 0.15 0.4257 NS

Bg:P 0.56 0.44 0.11 0.6754 NS

1-2 mm Bf:T 0.19 0.04 0.15 0.0507 >

Bf:P 0.29 0.05 0.24 0.2674 NS

Bg:P:T 0.59 0.52 0.07 0.2848 NS

A granel Tur:A:V 0.28 0.31 0.03 0.4639 NS

Nivel de significancia a < 0.05 DMS: Diferencia Minima Significativa.” *Diferencia estadistica altamente
significativa. NS= Diferencia estadistica no significativa.
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Anexo 2.4. Prueba de T (a=0.05) del peso seco parte aérea de las plantulas de

lechuga

Tamafio  Sustrato Tratamientos de inoculacion micorrizica Significancia
Particula No inoculado Gi. gigantea Diferencia ~ DMS Pruebade T

Bf:T 2.32 2.04 0.28 0.7789 NS

<0.6 mm Bg:T 2.55 1.87 0.68 1.9105 NS

Bf:P 2.81 2.51 0.30 0.3019 NS

Bg:P 1.57 0.34 1.23 1.6667 NS

0.6-1 mm Bf:-T 0.94 0.48 0.46 0.2637 **

Bg:T 1.08 1.57 0.49 0.6052 NS

Bf:P 1.68 0.88 0.80 0.2957 wor

Bg:P 1.03 0.89 0.14 0.8296 NS

1-2 mm Bf:-T 0.09 0.11 0.02 0.1825 NS

Bf:P 0.33 0.02 0.31 0.1338 **

Bg:P:T 1.03 0.69 0.34 0.3288 b

A granel Tur:A:vV 0.94 1.15 0.21 0.8989 NS

Nivel de significancia a = 0.05 DMS: Diferencia Minima Significativa.* *Diferencia estadistica altamente
significativa. NS= Diferencia estadistica no significativa.

Anexo 2.5. Analisis de la varianza del disefio completamente al azar (a < 0.05)

de las propiedades fisicas y quimicas de los sustratos probados

Propiedad DMS Varianza R’ Ccv F Pr>F Significancia
calculada (areal)
pH 0.7848 0.07 0.74 4.23 6.49 0.001 ok
CE 73.455  622.55 0.66 18.20 4.23 0.001 ok
Da. 0.0422  0.0002 0.98 3.64 207.10 0.001 ok
Dr. 0.3536  0.0144 0.9343 5.2978 31.03 0.001 ok
EPT 3.4145 1.3452  0.9477 1.4102 39.59 0.001 ok

*= Diferencia estadistica altamente significativa. R’=Coeficiente de correlacion cuadratica. C.V=
Coeficiente de variacion. DMS =Diferencia minima significativa. CE= Conductividad eléctrica. Da.=
densidad aparente. Dr.= densidad real. EPT= espacio poroso total.
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Anexo 3.1 Analisis de la Varianza del Disefio Completamente al Azar (a < 0.05) de
las variables de respuesta evaluadas en los tratamientos de inoculacion de los

sustratos Bg:P:T y Tur:A:V con granulometria de 1-2 mm.

Variable de Varianza R2 CcVv F calculada Pr>F Significancia
respuesta (areal)

porcentaje de

colonizacién 26.7022 0.9348 23.4731 68.83 0.0001 *k
Actividad fungica

micorrizica 156.0619  0.4096  136.4269 3.33 0.02 NS
Numero de esporas 54.8333 0.184 411.3863 1.08 0.395 NS
Volumen radical 2.22 0.8658 23.2657 30.97 0.0001 *k
Peso seco raiz 0.0884 0.765 51.522 15.63 0.0001 ok
Peso seco parte aérea 0.143 0.2782 37.8988 2.78 0.0321 *

R’= Coeficiente de correlacién cuadratica, C.V = Coeficiente de Variacion. ** = Diferencia estadistica
altamente significativa. NS= Diferencia estadistica no significativa.
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