ZAMORANO
CARRERA DE CIENCIA'Y PRODUCCION AGROPECUARIA

Evaluacion de sustratosinorganicos parala
exportacion deinoculante de micorriza
vesiculo-ar buscular

Proyecto especial presentado como requisito parcial para optar
a titulo de Ingeniero Agronomo en € Grado
Académico de Licenciatura

Presentado por:

Danilo Eduardo MoretaMgjia

Honduras
Diciembre, 2002



El autor concede a Zamorano permiso
parareproducir y distribuir copias de este
trabgjo para fines educativos. Para otras personas
fiscas o juridicas se reservan |os derechos de autor.

Danilo Eduardo MoretaMgia

Zamorano, Honduras
Diciembre, 2002



Evaluacion de sustratos inor ganicos par a la exportacion de inoculante
de micorriza vesiculo-ar buscular

Presentado por:

Danilo Eduardo MoretaMgia

Aprobada:

Juan Carlos Rosas, Ph. D. Jorge Ivan Restrepo, M.B.A.

Asesor Principd Coordinador, Carrerade Ciencia
y Produccién Agropecuaria

Byron Reyes, Ing. Agr. Antonio Flores, Ph. D.

Asesor Decano Académico

Juan Carlos Rosss, Ph. D. Mario Contreras, Ph. D.

Coordinador de Area Temética Director Generd



DEDICATORIA

A las frases que han inspirado la realizacion de todas mis metas y suefios: Dios no niega
su ayuda a quien da todo de si. No hay suefios imposibles. Dios ha prometido dar a sus
hijos los deseos de su corazdn.

A Dios todopoderoso, quien ha sido mi fortdezay luz parami camino.

A mi querido padre Einmeris Moreta, por haberme ensefiado que el corgje es e don més
importante para quien busca sus suefios, por ser un padre gjemplar y por estar pendiente
de mi en todo momento.

A mi madre Enma Megjia, por haberme ensefiado que la felicidad es una berdicion, pero
gue generamente es también una conquista; por ser tan comprensiva y trabajadora.
Gracias de corazon madre querida.

A mis hermanos Marcelo y Ali, por ser mas que hermanos mis mejores amigos, por haber
confiado en mi en todo momento, por sus palabras de aliento y por cuidar de nuestros
padres durante mi ausencia

A mi tia Mariana Cadena, por ser mi segunda mam@, por depositar toda su confianza en
mi, por transmitirme que la madurez no viene con la edad sino que con la aceptacion de la
responsabilidad; por todas las cosas bellas que ha hecho en mi nhombre. Todo eso lo llevo
dentro de mi corazdn, nunca la defraudaré.

A mi tio Gonzalo Restrepo, por su apoyo incondicional, por confiar en mi siempre 'y por
ensefiarme que no son las ideas bonitas las que cuentan en la vida, sino las obras que se
llevan a cabo.

A mi querida abuelita Delia, por transmitirme siempre el lado positivo de la vida, por no
degjarme perder los &nimos a mitad de camino, por ayudarme a comenzar y recomenzar

sempre.

A mi prima Yasseny, por su amistad y por ensefiarme gue las oportunidades muy pocas
veces vienen rotuladas, gracias prima.

A mi familia en general, por ser € regalo mas preciado que Dios me ha dado, por su
giemplo de trabgo y honradez; todos mis sacrificios son para ustedes. Gracias por darme
fuerzas para conquistar mis suefios.

A Cdli bela lasucursa de cido; por ayudarme a descubrir 1o que redmente quiero .



AGRADECIMIENTOS

A papa Dios, por habitar siempre en mi corazén y por darme €l valor y la humildad para
afrontar las arremetidas y dificultades que se presentan en mi vida.

A Maria Virgen y Madre, por ser mi consuelo en los momentos mas dificiles, por
transmitirme que cada adversidad tiene un propdsito divino.

A mis padres, por su amor, comprension, apoyo Yy por € esfuerzo que han hecho por mi
para que pueda culminar mi carrera.

A mistios, por motivar laredizacion de mis estudios en Zamorano y por Su apoyo.
A mis hermanos, por toda la confianza que han depositado en mi.

Al Dr. Juan Carlos Rosas, por su valiosa colaboracién y tiempo para laredizacién de este
proyecto.

A lalng. HildaFHores, por su apoyo y consgos durante € desarrollo de esta investigacion.
A losIngs. Byron Reyesy Luwbia Aranda, por su amistad y apoyo.

Al Dr. Erich Raddatz, por sus consgiosy contribuciones ala orientacion de este estudio.
Al Dr. Radl Santillan, por su gran colaboracion en d desarrollo inicid de estatesis.

Al Dr. Rall Espind, por su gooyo 'y tiempo.

A Tomasa Colindres y Luz Henriquez, por su amistad y valiosa aportacion en este trabgjo.

A los trabgjadores del Programa de Investigaciones en Frijol (PIF) y del Proyecto
Micorriza, por su amistad y colaboracion.

A todos mis amigos, que me gpoyaron e hicieron mas placentera mi estadia en Zamorano.

A Zamorano, por su contribucion en mi desarrollo persond y profesiond.



Vi

AGRADECIMIENTO A PATROCINADORES

Al Fondo Dotal Zamorano, por €l financiamiento parcial de mi colegiatura durante mi
primer afio de estudios.

Al Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Ecuador (MAGE), por e financiamiento
otorgado a partir del segundo afio para culminar mis etudios.



Vii

RESUMEN

Moreta Mgjia, Danilo. 2002. Evaluacion de sustratos inorganicos para la exportacion de
inoculante de micorriza \esiculo-arbuscular. Proyecto Especial de Ingeniero Agrénomo,
Zamorano, Honduras. 45 p.

La habilidad de las micorrizas vesiculo-arbusculares (VAM) para promover e desarrollo
de las plantas ha sido bien investigada; sin embargo, la aplicacion e implementacion de
tecnologias para la exportacion de inoculantes no ha sido muy explorada. Esto es una
limitante que reduce la distribucién comercial del producto a otros paises. El objetivo de
este estudio fue evaluar sustratos inorganicos para la exportacion de inoculante de VAM,
y determinar su factibilidad técnica'y econémica. La investigacion se llevo a cabo en la
Escuela Agricola Panamericana, Honduras; entre febrero y agosto de 2002. Los sustratos
evaluados fueron €l sustrato convencional utilizado por Zamorano para la produccién de
MY CORAL® (suelo agricola y arena en proporcién 2:1), perlita, vermiculita, suelo rojo,
suelo blanco, piedra pémez, piedra de cantera, ladrillo y carbon vegeta. El material
experimental fue Brachiaria decumbens. A los sustratos inorganicos se les aplicd una
solucion nutritiva baja en P, basada en los requerimientos para € desarrollo del pasto
hospedero. Se utiliz6 un disefio experimental de blogues completos a azar (BCA) con seis
repeticiones. Se realizaron dos muestreos, alas 6 y 11 semanas después de sembrado €l B.
decumbens. La vermiculita fue superior a los demés sustratos en e volumen y peso seco
de las raices, y en € peso seco del follge; esto pudo deberse a la densidad aparente
relativamente baja que posee este sustrato. La mayor infeccion de raices se observé en la
piedra de cantera, aunque este sustrato no fue estadisticamente diferente a la mayoria; esta
respuesta probablemente se debié a que este sustrato presentd una de las menores
concentraciones de P y/o a efecto de la aplicacion de la solucion nutritiva. EI nimero de
esporas en e testigo fue notablemente superior a los demés sustratos, debido su baja
concentracion de P; en este sustrato no se aplicd la solucion nutritiva. El andlisis
economico reflgjo que la produccion a gran escala de VAM en sustratos inorganicos no es
factible, debido a que sus costos de implementacion son relativamente altos en
comparacion con el sustrato convencional. Sin embargo, a pesar del ato costo, para fines
de introduccién de cepas puras a otro pais, su empleo es econdmicamente justificado. Los
sustratos inorganicos y la aplicacién de la solucién nutritiva favorecieron la infeccion de
raicesy a peso seco delasraicesy dd follge.

Palabras clave: Calidad, costos diferenciales, fuent es de indculo, MY CORAL®, solucién
nutritiva, sustratos.

Abdino Aitty, Ph. D.
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NOTA DE PRENSA

NUEVASTECNOLOGIASPARA LA EXPORTACION DE MICORRIZAS
VESICULO - ARBUSCULARESEN SUSTRATOSINORGANICOS

Las micorrizas son hongos benéficos ddl suelo que establecen una relacion simbidtica
(asociacion benéfica) con las raices de las plantas, contribuyendo a su mejor nutricion y
proporcionandoles mayor resistencia a condiciones de estrés.

Los beneficios que las micorrizas brindan a las plantas se han investigado con
profundidad; sin embargo, la aplicacion de tecnologias para la exportacion de inoculante,
se ha explorado muy poco, 1o que representa una limitante para la distribucion comercial
del producto.

En la Escuela Agricola Panamericana (El Zamorano) se realiz6é un estudio con € fin de
evaluar varios tipos de sustratos para la exportacién de inoculante de micorriza de calidad,
y asl determinar cuaes resultan viables desde € punto de vistatécnico y econdmico.

Los sustratos evaluados fueron: e sustrato testigo (suelo:arena en la proporcion 2:1),
perlita, vermiculita, suelo rojo, suelo blanco, piedra pdmez, piedra de cantera, ladrillo y
carbdn vegetal. El material vegetal hospedero de la micorriza fue € pasto Brachiaria
decumbens; atodos los sustratos excepto €l testigo, se les aplicd una solucion nutritiva
especifica para € crecimiento del pasto hospedero. Las variables evaluadas fueron la
biomasa radical y foliar del pasto, € nimero de esporas presentes en cada sustrato y la
tasa de infeccion de raices por parte de lamicorriza

Los resultados obtenidos reflgjaron que entre los sustratos inertes, € que tuvo € mayor
impacto, tanto en la biomasa radical y foliar del pasto hospedero como en € nimero de
esporas del hongo, fue la vermiculita; por otra parte la piedra de cantera presenté la mayor
tasa de infeccion de raices. La aplicacion de la solucion nutritiva tuvo un marcado efecto
en la biomasa radical y foliar de los sustratos inorganicos evaluados. Con respecto al

sustrato testigo, € numero de esporas presente fue notablemente superior a los demas
sustratos; sin embargo, su tasa de infeccion de raices como también su biomasa radical y
foliar fueron unas de las més bgjas en relacion con los sudtratos dternativos.

Para ensayos futuros es recomendable realizar mezclas en varias proporciones entre los
diversos sustratos inorganicos, con € propdsito de minimizar el efecto negativo de los
mismos en d desarrollo de lamicorrizay asi obtener un inéeulo de mayor calidad.

Licda. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

El principal problema originado por e ma manejo del recurso suelo es la continua
pérdida de su fertilidad, 1o que se reflgja en el bajo rendimiento de los cultivos y una
mayor dependencia de los fertilizantes quimicos, |o cual genera problemas secundarios
como laacidez, sdinidad y la degradacion dd mismo (Sanchez, 2000).

Alvarez et al. (1997) afirman que & suelo representa un recurso complejo, heterogéneo y
frégil que constituye la base de los recursos y la produccion. Este esti expuesto a una alta
susceptibilidad a la erosion y a una baja fertilidad natural, con efectos negativos en la
produccion de los cultivos, en la productividad del trabgjo y en la factibilidad del
establecimiento de sistemas productivos sustentables. La produccion y uso de los
fertilizantes quimicos se ha incrementado notablemente en las Ultimas décadas,
ocasionando un impacto negativo en € ambiente, la contaminacion global y el
agotamiento de los recursos renovables (Hernandez, 2000). Esta situacion lleva a la
busqueda de alternativas para modificar y mejorar las condiciones del suelo, como 1o es el
uso de micorrizas que proporcionan una mayor area de exploracion de suelo y hacen alas
plantas més resistentes a condiciones de estrés; ademas favorecen la captacion de
nutrimentos para un mejor desarrollo vegeta (Sanchez, 2000).

Raddatz (2001) sefidla que en nuestros tiempos, la produccion agricola debe redlizarse
dentro de un sistema integra y menos contaminante; esto es posible mediante la
agricultura organica. El uso de micorrizas es la piedraangular para su reglizacion.

Un ecosistema agricola es sostenible cuando |os componentes bi6ticos del mismo estan en
equilibrio. En ecosistemas perturbados, este equilibrio depende de dos estrategias de
manejo de la tierras produccion y/o conservacion. Estas dos estrategias pueden ser
combinadas mediante el entendimiento de la complejidad bioldgica existente en el suelo
(Bethlenfdvay y Schiiepp, 1994).

Dentro de la gran diversidad de organismos que forman parte de un sistema agricola, las
micorrizas constituyen una parte importante, ya que forman un puente entre € suelo y la
planta (Bethlenfalvay y Schiepp, 1994). Por otro lado, Lindeman y Pfleger (1994)
afirman que para intensificar e empleo de las micorrizas, e mayor obstéculo ha sido la
poca disponibilidad de cantidades comerciales de inoculantes. EI método de cultivos en
macetas en suelo esterilizado es muy usado con fines experimentales y en la actualidad
otros métodos han sido desarrollados e investigados con muy buenos resultados, por
gemplo latécnicade lapeliculanutritiva'y la aeroponia.



Existen muchas caracteristicas para que un inoculante de micorrizas sea considerado
efectivo, las que estédn siendo validadas actuamente en forma extensiva. Un inoculante
debe promover rendimientos econdmicos significativos, tolerancia al estrés, debe estar
libre de patdégenos u otros contaminantes, y ser formulado y producido en forma
econdmica con una amplia vidade anaqud (Safir, 1994).

1.2 DEFINICION DEL PROBLEMA

La aplicacion e implementacion de tecnologias para la producciéon y exportacion de
inoculantes de micorrizas no ha sido muy explorada (Rao et al., 1995), siendo esto una
limitante para la distribucion comercial del producto entre paises. La produccion de las
micorrizas esta limitada por aspectos relacionados con la biotrofia de estos hongos;
ademas, la seleccidn de cepas eficientes y su interaccion con las condiciones ambientales
y de produccion impone retos en la produccion de inoculantes de excelente calidad
(Manjarrez et al., 2000). Estos autores también sefialan que la polémica principal con
relacion a la produccion de inoculantes de buena cdidad, radica en la cantidad de
propagulos infectivos y efectivas contenidos, como también € estado sanitario dd mismo.

Las micorrizas son organismos biotrofos (necesitan de un hospedero para reproducirse),
razon por la cual no pueden ser producidos en medios artificiales. Todas las estructuras
del hongo pueden ser usadas como fuente de indculo: las raices y sustratos infectados son
las fuentes més comunes de inoculantes (Sieverding, 1991).

1.3 ANTECEDENTES

En Zamorano se produce MY CORAL®, que emplea un sustrato compuesto por suelo
agricola 'y arena en proporcion 2:1, lo que limita la distribucion comercial del mismo a
otros paises (no se puede exportar suelo). Otra posible limitante del producto lo
congtituyen los restos de agroquimicos, producto de las labores de mantenimiento de la
planta hospedera; causando un impacto negativo en la calidad del inoculante; por ello, la
proteccion contra plagas debe hacerse mediante control bioldgico. Este inoculante es un
producto de ata calidad compuesto por esporas, hifas, suelo infectado y segmertos de
raices infectados por hongos de micorriza vesiculo-arbuscular (VAM). Este producto esta
disponible en Zamorano arazén de $ 0.39 por Kg.

Con € proposito de diseminar la tecnologia fuera de Honduras, y a la vez aumentar |la
calidad del inoculante y reducir su transporte a gran escala, Zamorano busca reemplazar €l
sustrato convenciona en la produccion de inoculante comercial con otras aternativas
ecoamigables, que se puedan transportar legamente de un pais a otro para iniciar
producciones locales y poder asi validar y comercializar € producto en otros paises del
area centroamericanay del Caribe.



1.4 JUSTIFICACION

Los sustratos inorganicos constituyen una de las aternativas de reemplazo a sustrato
convencional para la exportacion del inocuante MY CORAL ®. Muchos de estos sustratos
relinen caracteristicas apropiadas para producir inéculo de buena calidad y a un bajo costo.
El estudio se basd en la evaluacién de varios sustratos inorganicos para la exportacion de

inoculante de VAM, con €l proposito de determinar cuales resultan técnicamente viables,
econdmicamente factibles y que cumplan con los requisitos lega es de exportacion.

1.50BJETIVOS

1.5.1 Objetivo general

Identificar sustratos inorganicos para la exportacion de inoculante de micorriza vesiculo-
arbuscular.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar fisica 'y quimicamente sustratos para la exportacion de inoculantes de
micorriza vesiculo-arbuscular.

2. Determinar € efecto de los sustratos en la calidad ddl inoculante de micorriza
vesiculo-arbuscular producido.

3. Determinar una solucién nutritiva para el mantenimiento de las plantas hospederas en
estos sustratos.

4. Estimar los costos diferenciales de la utilizacion de los sustratos para la produccion de
inoculante.



2. REVISION DE LITERATURA

21 MICORRIZAS

La palabra micorriza proviene del griego mykes=hongo y rhiza=raiz. Fue adoptada por
Frank en 1885 para designar la simbiosis mutualista (no patogénica) que se establece
entre las hifas de un hongo vy los tgjidos radicales de la mayoria de plantas vasculares
(Sieverding, 1991; Gomez-Cruz,1995).

Segun Hernéndez (2000), esta simbiosis es practicamente universal ya que casi todas las
especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas, ademéas puede estar presente en la
mayoria de los habitats naturales. El mutualismo implica una relacién beneficiosa para los
dos organismos implicados. € hongo proporciona a la planta nutrimentos minerales y

agua que extrae del suelo por medio de su red externa de hifas, mejorando la eficiencia de
los procesos hiolégicos en la planta y e suelo; mientras que la planta provee a hongo
energiay carbohidratos resultantes del proceso de fotosintesis.

2.2 CLASIFICACION Y MORFOLOGIA DE LASMICORRIZAS

Segun Harley y Smith (1983), las micorrizas se clasifican de acuerdo con las relaciones
entre los hongos y las células de la raiz. Los dos tipos principales son: la ectomicorriza,
que se caracteriza por la penetracion intercelular del micelio fangico en la corteza de la
raiz; y la endomicorriza, caracterizada por la penetracion inter e intracelular de las células
radicaes (Gonzdez- Chavez, 1995).

Las ectomicorrizas son formadas en su mayoria por hongos superiores (Basidiomycetes y
Ascomycetes) y muchas especies maderables, incluyendo las familias Pinaceae, Fagaceae,
Betulaceae, Rosaceae, Cupressaceae y Leguminosae. Las hifas del hongo envuelven a la
raiz y forman una densa masa denominada manto fungico, que fisicamente separa a laraiz
de su alrededor. Las hifas no penetran en las células (son intercelulares) y forman una red
interconectada llamada Red de Hartig, indispensable en e intercambio bidirecciona de
materides entre laplantay € hongo (Gonzdez-Chavez, 1995).

En e desarrollo de la ectomicorriza, € hongo secreta sustancias reguladoras del
crecimiento que provocan cambios anatdmicos (no forman pelos radicales, forman
abultamientos y ramificaciones) de laraiz; estos cambios en €l desarrollo de laraiz juegan
un papel primario en la absorcién de nutrimentos y agua del suelo. La red extensa de hifas



gue se extiende en el suelo, cumple la funcion de reemplazar la ausencia de los pelos
radicaes (Gonzdez- Chavez, 1995).

Las endomicorrizas se caracterizan principalmente por la penetracion inter e intracelular
de las células corticales de la raiz, pero sin la existencia de ateraciones morfolbgicas
radicales. Dentro de este grupo se encuentran las micorrizas vesiculo-arbusculares (VAM),
las mismas que ocupan la mayor distribucion geogréfica y floristica (95%) de los
organismos biofertilizadores (Herreray Ferrer, 1991).

Los hongos formadores de VAM pertenecen a la clase Zigomicetes. El nombre de
micorriza vesiculo-arbuscular, se deriva de las estructuras internas que forma el hongo en
la raiz: las vesiculas, que constituyen estructuras de reserva para € hongo, y los
arbusculos, que son hifas modificadas (ramificadas) en las cuales ocurre la transferencia
de nutrimentos (smbiosis). Las estructuras externas de la VAM son: las hifas que
exploran € suelo y las esporas individuales o agrupadas (GonzalezChévez, 1995;
Hernandez, 2000).

2.3 MICORRIZA VESICULO-ARBUSCULAR (VAM)

Las VAM se encuentran en condiciones naturales en la mayoria de los cultivos tropicales
y subtropicales de interés agrondmico y estan presentes en la mayoria de las
Angiospermas; siendo las familias Chenopodiaceae y Cruciferae, las excepciones de
mayor importancia. Esta asociacion también se forma en especies perennes lefiosas
incluyendo muchas Gimnospermas con excepcion de las Pinaceas (Harley y Smith, 1983;
Sieverding, 1991).

2.3.1 Principales funciones y beneficios

2.3.1.1 Absorcién de nutrimentos. La absorcidon de nutrimentos por parte de la planta
esta determinada principalmente por la capacidad de absorcion de las raices y por la
disponibilidad de los elementos en la solucion del suelo (Sieverding, 1991). Las VAM
mejoran la eficiencia de la absorcion de nutrimentos minerales, logrando un mayor
crecimiento y desarrollo de las plantas. Esto es posible gracias al aumento en el area de
exploracion del suelo por parte de las hifas del hongo, haciendo més eficiente la toma de
nutrimentos que se encuentran en la solucién y en las particulas del suelo (Sieverding,
1991; Hernandez, 2000).

Harley y Smith (1983) afirman que € efecto mas significativo que producen las VAM es
promover e crecimiento en las plantas cuando existen deficiencias de fosfatos en el suelo.
En e tropico, la concentracién de fosforo en la solucion del suelo es sumamente baja, por
lo que el fosforo que se encuentra en la zona de absorcién de las raices se agota
rapidamente. La baga difusdén que posee este elemento, hace que esta zona de
agotamiento que se crea alrededor de las raices no tenga la capacidad de renovarse
rapidamente. El micelio externo de las VAM crece mas alé de esta zona, 1o cual es
aprovechado parala absorcion adiciond de fosforo (Sieverding, 1991).



Este efecto en la utilizacion del fosforo es de vital importancia, ya que puede representar
una disminucién en la aplicacion de fertilizantes fosforados. Aunque no se conoce con
exactitud cdmo actda el mecanismo de absorcion de fésforo por parte del hongo, este
mecanismo parece ser fisico. El fosforo es captado en forma de ortofosfato por € micelio
externo, posteriormente es traslocado a través de las hifas o estructuras intrarradicales en
formade polifosfatos, y finalmente, ocurre el proceso de transferencia de |os arblsculos a
las cdulas hospederas (Sieverding, 1991; Gonzaez-Chéavez, 1995).

Estudios realizados evidencian que € nitrégeno proveniente de fuentes inorganicas de
amonio es absorbido por las hifas de las VAM. Los nitratos mediante difusion tienen gran
capacidad para movilizarse en € suelo; sin embargo, no se conoce la funcion directa que
desempefian las VAM en este mecanismo (Sieverding, 1991). No esta confirmado €
efecto de las VAM en la absorcién de potasio y magnesio; sin embargo, las plantas
micorrizadas presentan mayores concentraciones de estos eementos (Sieverding, 1991).

Segun Herndndez (2000), la simbiosis también juega un papel fundamental en la
captacion de elementos de lenta difusion como el zinc y e cobre. Por otro lado,
Sieverding (1991) sefiala que micronutrimentos como e azufre, boro y molibdeno son
absorbidos por las hifas y transportados hacia la planta hospedera.

En los suelos tropicales, la acidez, acainidad y bs altas concentraciones de elementos
téxicos como auminio, hierro y manganeso, limitan la producciéon vegetal. Bgo estas
condiciones, las VAM son de vital importancia ya que ayudan a las plantas a afrontar
estas adversidades mediante una nutricion més balanceada con fosforo y otros macro y
microelementos (Sieverding, 1991).

2.3.1.2 Absorcion de agua y resistencia al estrés hidrico. En € tropico, la sequia
representa la mayor situacion de estrés para las plantas. El potencial de absorcion de agua
y la resistencia a estrés hidrico por parte de las plantas micorrizadas puede estar
originado por diversas causas. la menor resistencia hacia la conductividad hidraulica del
suelo a las raices; € incremento en e area de absorcion; el potencia de las hifas paa
explorar los poros mas pequefios del suelo que los que pueden ser explorados por los
pelos radicales; la regulacion fitohormonal y de los estomas; y e beneficio indirecto
resultante del incremento de la nutricion de la planta hospedera, especialmente en fosforo
(Sieverding, 1991; Pérez-Moreno, 1995).

2.3.1.3 Formacion de agregados de suelo. Las VAM pueden formar pequefios agregados
a través de su red extensa de hifas, amarrando particulas de suelo y uniéndolas entre si
para formar agregados mas grandes. Ademés, en la micorrizésfera se producen sustancias
pegajosas resultado de la asociacion con otros microorganismos;, aglutinando las
particulas del suelo, causando en conjunto un efecto positivo en la estructura del mismo y
un control potencial de la microerosion; resultando en un beneficio indirecto a la planta a
través de un suelo estructuralmente mejorado (Raddatz, 2001). En suelos arenosos, las
MVA tienen un efecto mayor, a agregar més particulas de suelo en las raices por unidad
de masa de | as plantas micorrizadas que las plantas no micorrizadas (Severding, 1991).



2.3.1.4 Proteccion contra patégenos. Segun PérezMoreno (1995), son cuatro los
mecanismos mediante |os cuales las micorrizas protegen a la raiz de la planta hospedera
del atague de patdgenos: al utilizar el excedente de los carbohidratos y reducir € atractivo
de laraiz alos patégenos; a actuar las hifas como barrera fisica a la infeccion; a ocurrir
cambios bioguimicos en los exudados de la raiz que son inhibidores de patégenos y al
promover € crecimiento de microorganismos protectores de larizosfera

Los efectos esenciales de las VAM en las enfermedades bidticas son: una mejor nutricion
de las plantas micorrizadas, promoviendo la activacion de sus defensas;, ademés la
micorriza compite agresivamente con el patégeno por los productos resultantes del
proceso de fotosintesis, reduciendo la gravedad de la enfermedad; la planta acelera sus
cambios morfol 6gicos, produciéndose répidamente la lignificacion de la endodermis de la
raiz que acta @mo un muro de contencidn a la entrada de patdgenos (e.g. Fusarium
OXysporum en tomate y pepino). En resumen, las VAM incrementan la resistencia de las
plantas contra los patdgenos de la raiz, especia mente cuando la micorriza colonizalaraiz
antes que € patdgeno lo haga (Sieverding, 1991; Raddatz, 2001).

2.4 PRODUCCION DE INOCULO

Para la produccion masiva de inéculo de VAM de alta calidad, es necesario realizar
estudios ecolbgicos en regiones ambientales especificas para las especies cultivadas que
ahi se desarrollen, con € fin de lograr una adecuada seleccidn de cepas agrondmicamente
estables y eficientes. Ademéas, se requiere del conocimiento de aspectos basicos
relacionados con € hongo, € hospedero y e sistema de produccion que se piensa
implementar (Manjarez et al., 2000).

El proceso de produccién debe iniciarse con € cultivo de esporas de una sola especie o de
una multicepa cuyas caracteristicas morfoldgicas (color, tamafio y otras) se encuentren
bien definidas (Manjarez et al., 2000). El cultivo en recipientes utilizando suelo
esterilizado como sustrato de crecimiento es el método mas difundido, ya que proporciona
un ambiente favorable para més del 95% de las especies vegetales y hongos formadores
de la smbiosis (Ferguson y Woodhead, 1982). Estos mismos autores sefidan que la
preparacion del inoculo puede incluir suelo inoculado (esporas, hifas y raices infectadas)
0 esporas previamente desinfectadas y aidladas. El suelo utilizado como indculo, tiene la
capacidad de acanzar més rapidamente la infectividad debido a la gran cantidad de
propagulos infectivos presentes en e mismo (hifas externas, fragmentos de raices
infectadas y esporas), contrario a uso de esporas aidadas.

Muchos factores ambientales pueden impedir la esporulacion del hongo en los sustratos
de produccion, especialmente el contenido de P, el cual debe mantenerse bajo ya que en
atas concentraciones inhibe e desarrollo de la micorriza. Se debe también mantener €l
balance de N y P debido a su importancia durante el desarrollo del hospedero.
Concentraciones de 70 pg:mg™ para d Py 50 pgmg* para e N representan el maximo
permisible para evitar reducir la colonizacion dd hongo (Manjarez et al., 2000).



2.4.1 Métodos de produccion de indculo de VAM

2.4.1.1 Produccién en sustrato suelo. Este método puede ser implementado para
producir inéculo en maceteros bajo condiciones controladas de invernadero o mediante
una forma tradicional bajo condiciones de campo. El propésito del sistema de produccién
artesand, es producir indculo de VAM aun bgo cogto. Las etapas a seguir incluyen:

1) La seleccion y preparacion del area destinada para produccion del inéculo; &rea que
debe ser de bgafertilidad y sin recibir ningan tipo de fertilizacion.

2) Desinfeccion del suelo usando productos quimicos granulados como Basamid
(Dazomet), con vapor o la pasteurizacién con calor seco o himedo.

3) Inoculacién de la semilla del material vegetal utilizado como hospedero, haciendo
agujeros'y donde la cantidad de in6culo por agujero varia de 10-15 g/postura.

4) Mantenimiento de la planta hospedera: riegos, control de plagas y enfermedades y
remocion de flores para evitar la contaminacion del inoculo con las semillas del
hospedero.

5) Por ultimo se realiza la cosecha del in6culo, de 4-6 meses después de la inoculacion,
con € fin de obtener la mayor cantidad de estructuras infectivas en el suelo (esporas, hifas
y raicesinfectadas) (Sieverding, 1991).

2.4.1.2 Técnica de la pelicula nutritiva (NFT). Este sistema utiliza una capa de solucion
nutritiva poco profunda sobre la cual se encuentran suspendidas las raices de las plantas.
No existen problemas de deficiencias nutritivas debido a que la solucidn se encuentra en
exceso y fluye rapida y constantemente a través de las raices, sin embargo, es importante
la revision periodica del pH de la solucion nutritiva. Al igual que el método aeroponico,
es necesaria la precolonizacién de las plantas hospederas con la micorriza en un sustrato
sdlido antes de incluirlas a sistema de la solucién. La ventgja principal de este método
radica en la cantidad de propagul os por unidad de peso o volumen, adicional ala facilidad
de la cosecha (Douds Junior et al., 2000; Manjarrez et al., 2000).

2.4.1.3 Aeroponia. Las plantas deben pasar por un proceso de preinfeccién en vermiculita
durante un periodo de tiempo relativamente corto. La solucién nutritiva (baja en P) es
pulverizada en forma intermitente sobre las raices y como resultado se obtiene un inéculo
de cdlidad y libre de patégenos. Las estructuras de infeccion la constituyen los segmentos
de raices infectadas y las esporas, |as cuales se separan mediante el lavado de raices sobre
un tamiz (Douds Junior et al., 2000; Manjarrez et al., 2000).

2.4.1.4 Cultivo in vitro con uso de raices transformadas. La ventgja principal de este
método es la obtencién de un indculo totalmente libre de patdgenos y de buena calidad;
sin embargo, su costo de produccién es elevado. Actualmente la reproduccion del hongo
se ha logrado a partir de raices transformadas por Agrobacterium tumefasciens. El
procedimiento inicia por transferir las esporas superficialmente esterilizadas dentro de
platos petri, los cuales deben incubarse en posicion vertical y en la oscuridad a 25-26° C,
con € fin de estimular la germinacién de las esporas. Posteriormente, se transfieren a
otros platos los cuales poseen las raices que servirdn de hospedero; € indculo esta listo



para ser cosechado después de 2 a 4 meses. Este método tiene un gran potencial en
términos de cantidad de inéculo producido a obtener un rendimiento significativo a
partir de minimas cantidades de esporas. El manejo y formulacién apropiada de los
medios de cultivo, e uso adecuado de hospederos, asi como las técnicas asepticas
implementadas definen € éxito en del proceso (Manjarrez et al., 2000).

2.4.1.5 Produccion de inéculo de VAM en arcilla expandida. Mediante este sistema se
puede producir inéculo a gran escala, empleando técnicas sencillas en un tiempo
relativamente corto, ademas, este material es inorganico por lo que la presencia de
patdgenos es casi nula. También existen menos problemas con el transporte y distribucion
comercial del producto debido a que € indculo presenta un peso relativamente liviano
(420 kg/n?). La longevidad del indculo se extiende a més de cinco afios bajo buenas
condiciones de amacenamiento sin afectar la infectividad del hongo. Existen diversos
métodos de aplicacién de este producto, debido a su presentacion similar a los fertilizantes
granulados inorganicos, haciendo factible su aplicacion con métodos mecanicos
(Sieverding, 1991).

2.4.1.6 Produccion en arena. La planta hospedera no necesita pasar por un proceso de
precolonizacion, ya que la inoculacion se redliza directamente en € medio. La textura
gruesa de este medio facilita e lavado y obtencién intacta ce las raices micorrizadas.
Mediante un sistema automéatico de irrigacioén por goteo se aplica una solucién nutritiva
donde la concentracion de nutrimentos y la frecuencia de aplicacion deben ser manejadas
adecuadamente; junto a esto, la naturaleza del hospedero y e tamafio de las particulas de
la arena determinan €l éxito de este método (Brundrett et al., 1996; Douds Junior €t al.,
2000).

2.4.1.7 Otros materiales y mezclas utilizadas en la produccién de in6culo de VAM.
Brundrett et al. (1996) afirman que la turba es muy utilizada como componente principal
de muchas mezclas realizadas en experimentos en macetas. La turba tradicional proviene
de musgos y posee un balance adecuado de sus propiedades fisicas y quimicas,
proporcionando un sustrato ideal para el arecimiento radical de la planta hospedera. La
mezcla tipica utilizada que permite la maxima aireacion y drengje, es turba con otros
componentes tales como perlita o vermiculitaen la proporcion 1:1.

La perlita'y vermiculita son materiales inorganicos que han mostrado buenos resultados
en la produccién de inéculo de VAM. Estos materiales poseen un pH neutro y son
relativamente livianos. La perlita tiene una baja capacidad buffer y es nutricionalmente
inerte; a diferencia de la vermiculita cuya capacidad buffer es mayor y ademas
proporciona Mg y Ca para € crecimiento de las plantas (Sieverding, 1991; Brundrett et
al.,1996).
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25 EVALUACION CUANTITATIVA 'Y CUALITATIVA DEL INOCULO

La evaluacion cuantitativa consiste en el conteo de esporas las cuales son removidas del
inoculante mediante centrifugacion con sucrosa y recogidas sobre un tamiz; las esporas
del hongo son fécilmente cuantificables utilizando un estereoscopio. La cuantificaciéon de
la infeccion (%) de los segmentos de raices del indculo presenta mayor dificultad. Para
proceder a esta cuantificacion, los segmentos de raices deben estar previamente
clarificados y tefiidos para facilitar la observacion al microscopio de las estructuras del
hongo. La tasa de infeccion es un indicador del potencial que poseen las raices como
fuentes deindculo (Mengey Timmer; 1991).

A través de un microscopio se puede determinar la caidad de un in6culo mediante la
evaluacion de la condicion de las esporas. Una espora débil, vigja, con sus paredes
deterioradas o parasitada no tiene la suficiente capacidad para poder germinar. Si una
cantidad considerable de esporas se encuentran en maas condiciones, € conteo de
esporas no es significativo (Menge y Timmer; 1991). Estos autores también sefialan que la
prueba de germinacion de las esporas, sembrandolas en un plato petri con agar y con bajos
niveles de nutrimentos, también es de gran ayuda en la evaluaciéon de la calidad del

inéculo; sin embargo, requiere un periodo considerable de tiempo.

Menge y Timmer (1991) también sefidan que la técnica del nimero més probable es uno
de los métodos mas confiables para evaluar € potencial de un inéculo. Este método
consiste en la inoculacion de semillas en suelo esterilizado utilizando varias
concentraciones del inoculo. Al cabo de pocas semanas las raices son removidas para
determinar el porcentaje de infeccion que éstas poseen; la estimacién de la poblacién de
esporas en € inéculo origina se puede obtener de la menor concentracion a la cua
sucedio la infeccidon. La ventgja principa de esta técnica radica en la medicion de la
cantidad de propagulos del hongo que son infectivos a diferencia del nimero total de
esporas vivas.

2.6 FUENTES DE INOCUL O DE VAM
2.6.1 Esporas

Se ha comprobado que con una pequefia cantidad de esporas, las VAM pueden iniciar €
proceso de ssimbiosis; ademés, éstas pueden ser técnicamente utilizadas en la inoculacion
de cultivos. Sin embargo, los periodos de latencia por los que atraviesan, los dias que
requieren para germinar y su lento desarrollo inicial en lasraices del hospedero hacen que
sea susceptible al desplazamiento por parte de la micorriza nativa o0 por otros
microorganismos del suelo. La produccion a gran escala de esta fuente de indculo aln no
esta perfeccionada debido a ciertas limitantes técnicas (Sieverding, 1991).



11

2.6.2 Segmentos deraicesinfectadas

Esta fuente de in6culo contiene micelio interno y externo del hongo y esporas. Su
infectividad es més ata que la de las esporas; € tiempo de colonizacion de las raices
utilizando esta fuente dura de 1 a 2 dias después de la inoculacién. Pequefias cantidades
(1-2 g/planta) son suficientes para obtener buenos resultados en experimentos en
invernaderos y semilleros. Si las raices infectadas poseen esporas, éstas pueden ser
secadas y admacenadas a temperatura ambiente por mas de 30 dias sin perder su
infectividad. Raices infectadas que no poseen esporas de VAM deben ser usadas dentro de
una semana; pero s son amacenadas a 4° C en agua o vermiculita himeda pueden
mantener su infectividad por 60 dias (Sieverding, 1991).

2.6.3 Sustrato suelo como fuente de indculo

El suelo utilizado en la produccion de indculo de VAM contiene todas las estructuras
infectivas del hongo, por lo que es considerado como una fuente altamente infectiva. Este
tipo de indculo es e mas usado en experimentacion bajo invernadero utilizando técnicas
sencillas de mango. La seleccion del material vegetal hospedero y de las condiciones
ambientales definen e éxito de esta fuente de indculo. En cultivos en macetas se utilizan
hospederos de gran potencial micotrofico tales como Andropogon gayanus y Brachiaria
spp; hospederos que producen mayor cantidad de raices infectadas, contrario a las
leguminosas que producen mayor cantidad de esporas (Sieverding, 1991).

2.7 SUSTRATOS

Un sustrato es todo material poroso que cumple dos funciones vitales: anclar las raices de
las plantas desempefiando un papel de soporte; y contener € agua y los nutrimentos que
las plantas necesitan. El sustrato puede interferir en e proceso de nutricion de la plantay
éstos se pueden clasificar con base en numerosos criterios: su naturaleza, sus propiedades
fisicas y quimicas, su origen, entre otros (Jeangille, s.f.). Segun su origen, los sustratos se
clagfican en organicos e inorganicos.

2.7.1 Sustratos or ganicos

La caracteristica principal de los sustratos organicos de origen natura es la
descomposicion bioldgica a la que estan sujetos (turbas) (Infoagro, s.f.). A su vez se
clasifican en subproductos agricolas, agroindustriales y urbanos; y previo a su utilizacion,
lamayor parte de estos materiales necesitan pasar por un proceso de compostgje con € fin
de estabilizar y homogenizar d producto find (Jeangille, sf.).



2.7.2 Sustratos inor ganicos o minerales

Los de origen natural se obtienen a partir de fuentes diversas de rocas 0 minerales,
modificandose ligeramente mediante tratamientos fisicos sencillos. Una caracteristica
importante que tienen es que no son biodegradables y dentro de este grupo se encuentran
laarena, gravay tierras de origen volcanico (Infoagro, sf.).

El grupo de los transformados o tratados se obtienen a partir de rocas o minerales que han
sido sometidos a tratamientos fisicos mas 0 menos complejos, gque alteran drasticamente
las caracteristicas de los materiadles originales. Dentro de este grupo se encuentran la
perlita, lavermiculita, laarcillaexpandiday otras (Infoagro, sf.).

La perlita es un silicato aluminico procedente de rocas volcénicas. El mineral molido se
trata hasta formar un material esponjoso; a final se obtiene una particula de 10-20 veces
el tamafio original, extremadamente ligera, de color blanco con una porosidad superior al
95%. Ademés, posee una capacidad de retencion de agua de hasta cinco veces su peso y
es un materid fiscamente esable y quimicamente inerte.

La vermiculita es una mica secada, laminada y sometida a elevadas temperaturas con €l
fin de expulsar en forma violenta € agua presente entre las ldminas de mineral;
resultado final es un producto estéril, liviano y con una capacidad de absorcidn de agua
varias veces superior a su peso, al mismo tiempo este material puede permanecer aireado.
Ademés, posee la capacidad de amacenar nutrimentos aunque esté provista de una
deficiente estabilidad estructural, promoviendo la compactacion del sustrato (Jeangille,
s.f.; Novedades agricolas, sf.).

2.7.3 Propiedades fisicas. Las principales incluyen la porosidad total, densidad, humedad,
edtructuray estabilidad de |os agregados (Jeangille, sf.).

2.7.4 Propiedades quimicas. Las de mayor relevancia incluyen € pH, macro y
microelementos, contenido de materia organica, conductividad eléctrica y capacidad de
intercambio cationico (CIC) (Jeangille, sf.).

2.7.5 Propiedades bioldgicas. Es de vital importancia que e sustrato esté libre de
patogenos, parésitos 0 sustancias fitotdxicas (Jeangille, sf.).

2.8 LA SOLUCION NUTRITIVA

Segun Alvarado (1998), una solucion nutritiva es un fertilizante liquido que contiene uno
0 méas nutrimentos esenciales disueltos en agua, congtituyendo una sola fase con
caracteristicas propias en cuanto a concentracion de nutrimentos y que puede ser
almacenada, transportada y aplicada en forma liquida. Las ventajas principales que
presentan las soluciones nutritivas frente a los fertilizantes sélidos son la facilidad ce
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manegjo, almacenamiento, uniformidad y aplicacion; ademas tienen una gran flexibilidad
para preparar mezclas de diferente composicion.

2.8.1 Consider aciones basicas sobre la preparacion y uso de soluciones nutritivas

Alvarado (1998) afirma que las caracteristicas de mayor importancia que determinan la
decision sobre qué fertilizantes se deben usar en la preparacion de soluciones nutritivas
son: solubilidad rapiday completa, compatibilidad con otros fertilizantes y con el agua de
riego, baja toxicidad, baja volatilidad, pureza y precio. Otro aspecto a considerar es la
incorporacién minima de elementos minerales no esenciales para € crecimiento de las
plantas, ya que su exceso Yy posterior acumulacién aumentan la concentracion de sales
afectando negativamente d cultivo (Carrasco e |zquierdo, 1996).

La aplicacion se debe redlizar en el area de las raices evitando € contacto de la solucién
con las hojas para evitar problemas de fitotoxicidad y la futura aparicién de enfermedades
(Marulanda e Izquierdo, 1997). Por otra parte, € pH de la solucion nutritiva debe ser €l
adecuado; € rango oOptimo en e cual las plantas pueden tomar los elementos de la

solucion oscilaentre 5.0 y 7.0 (Calderdn, 1997).



3. MATERIALESY METODOS

3.1 UBICACION

El estudio se llevd a cabo en € invernadero N° 1 del Programa de Investigaciones en
Frijol (PIF) de la Carrera de Ciencia'y Produccion Agropecuaria, en la Escuela Agricola
Panamericana / Zamorano; situada en €l Valle del Yeguare, departamento de Francisco
Morazan, a 800 msnm, con una temperatura promedio de 23° C y una precipitacion
promedio anud de 1200 mm.

3.2MATERIAL EXPERIMENTAL

Se utilizo el pasto Brachiaria decumbens como material hospedero de la micorriza, ya que
éste es susceptible de ser micorrizado y su sistema radical se desarrolla rapida y
abundantemente. La inoculacion se redlizo utilizando MYCORAL®, biofertilizante
comercial compuesto por la mezcla de tres géneros de micorriza seleccionadas (Glomus,
Acaulospora 'y Entrophospora); siendo las esporas e hifas del hongo y los segmentos de
raicillas infectadas sus estructuras de infeccién. Para determinar las caracteristicas que
afectan € desarrollo de la micorriza, se realizd un analisis fisico y quimico de cada uno de
los sustratos (Cuadros 1y 2) y para € desarrollo y crecimiento del pasto hospedero se
prepard una solucion nutritiva especifica (Cuadro 3).
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Cuadrol. Andisisfisico de los sustratos evaluados para la produccion de inoculante de
micorrizavesiculo-arbuscular para exportacion. Zamorano, Honduras, 2002.

Densidad aparente Porosidad

Sustrato (g/cm®) (%)
Suelo agricola:arena (2:1) 0.81 28.0
Perlita 0.10 56.0
Vermiculita 0.14 56.0
Sudlorojo 1.17 20.0
Suelo blanco 1.09 16.0
Piedra pémez 0.49 30.0
Piedrade cantera 0.85 17.0
Ladrillo 0.92 18.0
Carbdn vegetal 0.31 32.0

Cuadro 2. Andisis quimico de los sustratos evaluados para la produccién de inoculante
de micorriza vesiculo-arbuscular para exportacion. Zamorano, Honduras, 2002.

%

Contenido (ppm)

Sustrato* pH M.O. Ntotal P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn B
SA 582 230 011 15 330 847 105 - 08 51 42 06 -
Perlita 782 029 004 2 8 123 015 01 47 17 04 04
Verm 6.21 093 002 48 62 1025 1575 12 22 28 46 16 04
SR 554 044 0.02 4 91 450 112 19 084 6.7 19 07 01
SB 579 025 001 01 86 525 157 3 024 13 37 01 O
PP 816 038 002 36 112 562 52 25 015 37 48 25 03
PC 483 025 0.02 1 50 645 30 26 012 23 10 04 0.2
Ladr 6.12 0 0.02 9 158 240 37 26 009 80 38 05 0.2
Cveg 9.74 0O 033 43 1535 3075 120 15 0.15 20 10 06 0.2

* S:A = suelo agricola:arena (2:1); Verm = vermiculita; SR = suelo rojo; SB = suelo blanco; PP = piedra
poémez; PC = piedrade cantera; Ladr = ladrillo; Cveg = carbdn vegetal.
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Cuadro 3. Solucion nutritiva para € pasto Brachiaria decumbens usando sustratos
inorganicos como medios de crecimiento. Zamorano, Honduras, 2002.

Elemento Concentracion (ppm)
N 100.0
P 15.0
K 60.0
Ca 80.0
Mg 22.0
S 30.0
B 0.20
Fe 5.0
Cu 0.02
Mn 0.30
Zn 0.03
Cl 10.0
Mo 0.005

Fuente: Santillan (2002)*

3.3METODOLOGIA
3.3.1 Tratamientos

Los tratamientos evaluados para la produccién de inoculante de VAM consistieron en
nueve sustratos. € testigo o sustrato convencional utilizado por Zamorano para la
produccion de MYCORAL® (suelo agricola y arena en la proporcion 2:1), perlita,
vermiculita, suelo rojo, suelo blanco, piedra pémez, piedra de cantera, ladrillo y carbén
vegetal. Previo a la siembra, con € fin de disminuir la presencia de microorganismos,
todos los sustratos fueron esterilizados con calor (350°C) por dos horas. A todos los
sustratos (excepto €l testigo) se les aplicd una solucién nutritiva especifica para
crecimiento y desarrollo de la planta hospedera.

3.3.2 Primerafase: Obtencién y preparacion de sustratos

La mayoria de los sustratos evaluados fueron recolectados de los arededores de
Zamorano como fue e caso especia del suelo:arena, € suelo rojo, € suelo blanco, la
piedra de cantera, el ladrillo y el carbon vegetal; la piedra pdmez se obtuvo en € mercado
“Zonal Belén” de Tegucigapa, mientras que la perlitay vermiculita fueron importadas de
los Estados Unidos. Luego, se realizo la preparacion de los mismos, picandolos finamente
(excepto € sustrato convencional, € suelo rojo, e suelo blanco, la piedra de cantera, la
perlitay la vermiculita) para que tengan una estructura fisica adecuada para € desarrollo

ddl pasto.

! Santillan, R. 2002. Solucién nutritiva para Brachiaria decumbens sembrada en materiales inertes y semi-
inertes (correo electronico). Florida, USA.
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3.3.3 Segunda fase: Analisisfisicoy quimico de los sustratos

Se realizé un andlisis fisico (densidad y prosidad) y quimico (materia organica, pH,
macro y micro elementos) de cada sustrato para determinar los posibles efectos de éstos
en e desarrollo de lamicorriza

3.3.4 Tercera fase: Preparacion de la solucion nutritiva para € crecimiento y
desarrollo del pasto hospedero

La concentracion de la solucion nutritiva original, especifica para € crecimiento y
desarrollo del pasto B. decumbens, se concentrd6 100 veces con € fin de reducir €
volumen de solucién a preparar y facilitar e manegjo de la misma. El volumen total
requerido para e ensayo fue de 32 L (Cuadro 4).

Cuadro 4. Compuestos utilizados como fuentes nutritivas y concentracion final para
la preparacion de 1y 32 L de solucion nutritiva para € crecimiento del
pasto Brachiaria decumbens en sustratos inorganicos. Zamorano,
Honduras, 2002.

Fuentenutritiva

E Cf (ppm)* __g/L Sol. nut. Compuesto g/L Sol.nut. g/32L Sol. nut.

N 10000 10.0 Urea 6.39 204.48

P 1500 1.50 K,HPO, 8.33 266.56

K 6000 6.0 K,S0, 511 163.52

Ca 8000 8.0 Ca\O;-4H,0 67.70 2166.40

g"g 2% 2;8 MgSO, 7TH,0 450 1440.0

B 20.0 0.02 H;BO, 0.11 3.52

Fe 500 0.50 FeCl; 147 47.04

Cu 20 0.002 CuCl,-2H,0 0.0053 0.1696

Mn 30.0 0.03 MnCl,-4H,0 0.1081 3.4592

Zn 30 0.003 ZnCl, 0.0014 0.0448

Mo 05 0.0005 Na,MoO,-2H,0 0.0013 0.0416

cr 1000 1.0 - - -

E = Elemento; Cf = Concentracion final en partes por millén; g = gramos; L = litro
* Lasolucion original se concentrd 100 veces para facilidad de manejo de volumen.
Y Cantidad aportada por las otras fuentes nutritivas.
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3.3.5 Cuartafase: Establecimiento del ensayo en invernadero

La cantidad requerida de cada sustrato varié dependiendo de las propiedades fisicas de
cada uno (Cuadro 5). La distribucion de los tratamientos en el invernadero se detalla en el
Anexo 1.

Cuadro5. Cantidad de sustratos evaluados para la produccién de inoculante
micorrizico para exportacion. Zamorano, Honduras, 2002.

Cantidad (kq)

Sustrato M acetero Total
Suelo agricola: arena (2:1) 1.60 38.40
Perlita 0.16 3.84
Vermiculita 0.26 6.24
Suelorojo 2.27 54.48
Suelo blanco 2.04 48.96
Piedra pdmez 0.94 22.56
Piedra de cantera 164 39.36
Ladrillo 1.50 36.0
Carbon vegetal 0.78 18.72

3.3.5.1 Siembra. Las semillas de B. decumbens fueron esterilizadas, luego sembradas a
chorro corrido en maceteros de 6"’ (1.6 L de capacidad), distribuyendo la semilla en dos
posturas por macetero y sembrando aproximadamente 50 semillas por postura (100
semillas por macetero). Parad ensayo se utilizo aproximadamente 128 g de semiilla.

3.3.5.2 Inoculacién. Se redizé utilizando el biofertilizante comercial MYCORAL® a
razon de aproximadamente 20 g/postura (40 g/macetero), para un total de 9.5 kg de
inoculante en & ensayo.

3.3.5.3 Raleo. Para uniformizar el nimero de plantas en cada macetero, se hizo un raleo
15 dias después de la siembra (DDS), degjando de ocho a 10 plantas por macetero.

3.3.5.4 Cantidad y frecuencia de aplicacion de la solucién nutritiva. La solucién se
aplico a los sustratos (excepto € testigo) en dos etapas: durante las primeras dos semanas
se aplicaron 1.6 ml de solucion por macetero cada tres dias y después se aplicaron 3.2 mi
de solucion por macetero cada dos dias hasta d find del experimento?.

2 Santillan, R. 2002. Solucion nutritiva para Brachiaria decumbens sembrada en materiales inertes y semi-
inertes (correo electrénico). Florida, USA.
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3.3.6 Disefio experimental

Se utilizd6 un disefio experimental de Bloques Completos al Azar (BCA) con seis
repeticiones, donde cada bloque o repeticion estuvo representado por |os tratamientos
evaluados. La unidad experimental estuvo conformada por dos maceteros, empledndose
un total de 216 maceteros en € ensayo.

34 MUESTREOSY VARIABLESEVALUADAS

Serealizaron dos muestreos: alas seisy 11 semanas, después de la siembra. La unidad de
muestreo estuvo conformada por dos maceteros para un total de 216 maceteros en los dos
muestreos (108 maceteros/muestreo). Para determinar el efecto de los sustratos y de la
micorriza en la planta hospedera, se midié del volumen y peso seco de las raices, y € peso
seco del follagje; y para determinar la calidad del inoculante se evalué € numero de
esporas presentes en cada sustrato (ml/100g suelo) y la tasa de infeccion de ks raices (%
de vesiculas, hifas y arbisculos), utilizando los métodos para € aislamiento de esporas y
clarificacion y tincion de raices de Jarstfer (1970 ab) (Anexos 2y 3).

35ANALISISESTADISTICO

Para €l andlisis e interpretacion de los datos se Uilizo el programa “ Statistical Analisis
System” (SAS® V8.0); realizando un andlisis de varianza (ANDEVA) y la separacion de
medias (DMS).

3.6 ANALISISECONOMICO

Se utilizd la metodologia del CIMMYT (1988), con base en los costos y beneficios
diferenciales de cada tratamiento y haciendo una comparacion entre éstos. Los costos de
algunos sustratos, asi como los de los materiales y equipo parala preparacion y aplicacion
de la solucion nutritiva se obtuvieron del Catdlogo de Fisher (2002/2003) y del Catdlogo
de Hummert (2001/2002).



4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 PRIMER MUESTREO

El primer muestreo se realizd seis semanas después de la siembra (SDS) del pasto
Brachiaria decumbens. Se evalué €l volumen de raices (VR), peso seco de las raices y del
follgje, nimero de esporas (NE) del hongo y la tasa de infeccion de las raices (IR)
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Efecto de los sustratos en e volumen de raices (VR), peso seco de raicesy
follge, nUmero de esporas (NE) y tasa de infeccion de raices (IR), alas seis
semanas después de la siembra del pasto Brachiaria decumbens. Zamorano,

Honduras, 2002.
Variables
Peso seco (q)
Tratamiento VR (ml) Raices  Follaie NE* IR (%)
Suelo:arena 60.0 6.5 11.2 109.3 29.8
Perlita 52.2 4.2 179 0.8 14.2
Vermiculita 115.7 18.3 333 10.7 35.7
Suelo rojo 50.3 9.4 18.7 6.7 28.3
Suelo Blanco 44.0 7.0 259 6.8 33.3
Piedra pdmez 30.7 2.3 11.3 2.7 22.1
Piedra cantera 36.2 3.1 11.0 1.0 447
Ladrillo 51.0 3.6 179 0.7 22.2
Carbén vegeta 15.7 1.0 34 0.5 18.5
ANDEVA * * * * *
DM S (0.05) 11.4 1.8 2.8 16.4 12.6
CV (%) 19.2 25.5 14.1 90.9 39.0

! Paralaperlitay vermiculita se usaron 80y 90 g de sustrato respectivamente.
* Significativo (P=0.05)

4.1.1 Volumen de raiz. El mayor volumen de raiz se obtuvo a cultivar €l pasto en

vermiculita. No se observaron diferencias significativas entre e testigo, la perlita, €l

ladrilloy el suelo rojo. Por otra parte, el carbon vegetal presentd el menor volumen de raiz.
(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto de los sustratos sobre e volumen de raiz del pasto Brachiaria
decumbens a las seis semanas después de la siembra. Zamorano, Honduras,

2002.
Volumen deraiz

Sudrato (ml/macetero)
Vermiculita 1157 A
Sudoaena 60.0 B
Perlita 522 BC
Ladrillo 510 BC
Sudorojo 50.3 BC
Sudo blanco 44.0 CD
Fedra de cantera 36.2 DE
Pedra pomez 30.7 E
Carbon vegetd 15.7 F

*Valores con diferentes | etras en |a misma columna son diferentes estadisticamente (DMS, P=0.05).

4.1.2 Peso seco de las raices. El mayor peso seco de raices se obtuvo a cultivar € pasto
en vermiculita y suelo rojo, siendo € mejor tratamiento la vermiculita, la cua superé en
cas tres veces d volumen deraices del testigo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de los sustratos sobre € peso seco de las raices del pasto Brachiaria
decumbens a las seis semanas después de la siembra. Zamorano, Honduras,

2002.
Peso secoraizZ

Sustrato (g/maceter o)
Vermiculita 183 A
Suelo rojo 94 B
Suelo blanco 7.0 C
Suelo:arena 6.5 C
Perlita 4.2 D
Ladrillo 3.6 DE
Piedra de cantera 31 DE
Piedra pdmez 2.3 EF
Carbon vegeta 1.0 F

“Valores con diferentes letras en la misma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05).

4.1.3 Peso seco del follaje. La mayor respuesta se presentd en la vermiculita, la cual
super6 al testigo en cas tres veces. Al igual que en € volumen y peso seco de las raices,
el carbon vegetd mostré € menor peso dd follge (Cuadro 9).



22

Cuadro 9. Efecto de los sustratos sobre € peso seco del follgje del pasto Brachiaria
decumbens a las seis semanas después de la siembra. Zamorano, Honduras,

2002.
Peso seco del follaj&

Sustrato (9/macetero)
Vermiculita 333 A
Suelo blanco 25.9 B
Suelo rojo 18.7 C
Perlita 17.9 C
Ladrillo 17.9 C
Piedra pomez 11.3 D
Suelo:arena 11.2 D
Piedra de cantera 11.0 D
Carbon vegetal 34 E

*Valores con diferentes | etras en |amisma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05).

4.1.4 Numero de esporas. En € testigo, la cantidad de esporas fue notablemente superior

gue los demas tratamientos, los cuales no presentaron diferencias significativas entre si
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto de los sustratos sobre el nimero de esporas de micorriza vesiculo-
arbuscular presentes a las seis semanas después de la siembra del pasto
Brachiaria decumbens. Zamorano, Honduras, 2002.

NUmer o de esporas’

Sustrato® (ml/100 g) Clasificacion®
Suelo:arena 109.3 A Alto
Vermiculita 10.7 B Bgo
Suelo blanco 6.8 B Bago
Suelo rojo 6.7 B Bgo
Piedra pomez 2.7 B Bgo
Piedra de cantera 1.0 B Bgo
Perlita 0.8 B Bao
Ladrillo 0.7 B Bgo
Carbon vegeta 0.5 B Bgo

*Paralaperlitay vermiculitase usaron 80 y 90 g de sustrato respectivamente.
Y Valores con diferentes | etras en |a misma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05).
% Alto: =40, Medio: 20-39, Bgjo: =19

4.1.5 Tasa de infeccion de las raices. Latasa de infeccion de raices fue mayor a utilizar
piedra de cantera como sustrato, pero no se encortraron diferencias significativas con la
vermiculitay € suelo blanco. EI menor porcentgje se observé en la perlita (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Efecto de los sustratos sobre la tasa de infeccion de raices (%) de Brachiaria
decumbens por micorriza vesiculo-arbuscular a las seis semanas después de
lasembra. Zamorano, Honduras, 2002.

| nfeccionY
Sustrato (%) Clasificacion?
Piedra de cantera 47 A Alte
Vermiculita 357 AB Alte
Suelo blanco 33.3 ABC Alte
Suelo:arena 29.8 BCD Alte
Suelo rojo 28.3 BCD Media
Ladrillo 22.2 CDE Media
Piedra pdmez 22.1 CDE Media
Carboén vegetal 18.5 DE Bga
Perlita 14.1 E Baa

Y Valores con diferentes | etras en la misma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05).
Z Alta: =30, Media: 20-29, Bgja: =19
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4.2 SEGUNDO MUESTREO

El segundo muestreo se realiz6 11 SDS ddl pasto Brachiaria decumbens y se evaluaron
las mismas variables que en @ primer muestreo (Cuadro 12).

Cuadro 12. Efecto de los sustratos en € volumen de raices (VR), peso seco de raices y
follgje, nimero de esporas (NE) y tasa de infeccion de raices (IR) 11 semanas
después de la siembra del pasto Brachiaria decumbens. Zamorano, Honduras,

2002.
Variables
Peso seco (g)
Tratamientg VR (ml) Raices Follaje NE' IR (%)
Suelo:arena 95.8 13.1 25.3 176.2 28.0
Perlite 190.8 22.1 108.8 7.2 41.8
Vermiculita 359.2 62.1 146.6 28.3 40.7
Suelo rojo 165.0 34.7 100.7 18.5 48.0
Suelo blanco 148.3 22.2 119.2 125 34.8
Piedra pémez 158.3 21.1 99.4 8.8 32.6
Piedra cantera 150.8 21.8 99.3 2.2 50.7
Ladrillo 189.2 24.1 106.8 15.2 41.7
Carbén vegeta 99.2 7.5 58.3 1.0 28.0
ANDEVA * * * * *
DM S (0.05) 36.0 11.8 94 23.8 12.3
CV (%) 17.8 39.8 8.4 68.0 27.5

*Paralaperlitay vermiculitase usaron 80 y 90 g de sustrato respectivamente.
* Significativo (P=0.05)

4.2.1 Volumen de raiz. El pasto cultivado en vermiculita presentd € mayor volumen de
raiz, superando al testigo en casi cuatro veces. La perlita, ladrillo, suelo rojo y piedra
pomez también presentaron un buen desarrollo radical, sin encontrarse diferencias
significativas entre estos tratamientos. El testigo y € carbon vegetal fueron los sustratos
en los que se observo € menor desarrollo radica (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Efecto de los sustratos sobre e volumen de raiz del pasto Brachiaria
decumbens a las 11 semanas después de la siembra. Zamorano, Honduras,

2002.
Volumen deraiZ

Sustrato (ml/maceter 0)
Vermiculita 359.2 A
Perlita 190.8 B
Ladrillo 189.2 B
Suelo rojo 165.0 BC
Piedra pomez 158.3 BC
Piedra de cantera 150.8 C
Suelo blanco 148.3 C
Carboén vegetal 99.2 D
Suelo:arena 95.8 D

ZValores con diferentes letras en la misma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05).

4.2.2 Peso seco de las raices. El peso seco de las raices dd pasto cultivado en
vermiculita fue mayor a los demas tratamientos, en especial al carbdn vegeta y a testigo
que demostraron & menor vaor (Cuadro 14).

Cuadro 14. Efecto de los sustratos sobre el peso seco de las raices del pasto Brachiaria
decumbens a las 11 semanas después de la siembra. Zamorano, Honduras,

2002.
Peso seco raiz

Sustrato (g/macetero)
Vermiculita 62.1 A
Suelo rojo 34.7 B
Ladrillo 24.1 BC
Suelo blanco 22.2 C
Perlita 22.1 C
Piedra de cantera 21.8 C
Piedra pdmez 21.1 C
Suelo:arena 13.1 CD
Carbon vegeta 7.5 D

“Valores con diferentes | etras en lamisma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05).

4.2.3 Peso seco del follaje. En la vermiculita y en e suelo blanco se obtuvieron los
mejores pesos de follaje, siendo mejor en casi un 23% la vermiculita. El testigo fue cas
cuatro veces menor que la vermiculita y estadisticamente fue e peor tratamiento,
posiblemente porque no recibiod aplicaciones de solucion nutritiva (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Efecto de los sustratos sobre el peso seco del follgje del pasto Brachiaria
decumbens a las 11 semanas después de la siembra. Zamorano, Honduras,

2002.
Peso seco del follaj &

Sustrato (g/macetero)
Vermiculita 146.6 A
Suelo blanco 1192 B
Perlita 108.8 C
Ladrillo 106.8 C
Suelo rojo 100.7 C
Piedra pomez 99.4 C
Piedra de cantera 99.3 C
Carboén vegetal 58.3 D
Sudlo:arena 25.3 E

ZValores con diferentes | etras en la misma columna son diferentes estadisticamente (DMS, P =0.05).

4.2.4 Namer o de esporas. Al igual que en € primer muestreo, € testigo fue superior alos
demas tratamientos. Sin embargo, en este muestreo se incrementd el nimero de esporas

en los demés tratamientos (Cuadro 16).

Cuadro 16. Efecto de los sustratos sobre € nimero de esporas de micorriza vesiculo-
arbuscular presentes en el pasto Brachiaria decumbens a las 11 semanas
después de la sembra. Zamorano, Honduras, 2002.

NUmero de esporas’

Sustrato* (ml /100 g) Clasificacion®
Suelo:arena 176.2 A Alto
Vermiculita 28.3 B Medio
Suelorojo 185 BC Bao
Ladrillo 152 BC Bgo
Suelo blanco 125 BC Bao
Piedra pémez 88 BC Bgo
Perlita 72 BC Bgo
Piedra de cantera 2.2 C Bao
Carbon vegeta 1.0 C Bao

*Paralaperlitay vermiculitase usaron 80 y 90 g de sustrato, respectivamente.
Y Valores con diferentes letras en la misma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05)

% Alto: =40, Medio: 20-39, Bgjo: =19
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4.2.5 Tasa de infeccion de las raices. La piedra de cantera fue el sustrato en e que se
obtuvo la mayor tasa de colonizacién de raices por la MVA; siendo superior en un poco
més del 80% del testigo. El suelo rojo, perlita, ladrillo y vermiculita no fueron diferentes
de la piedra de cantera por 1o que en cualquiera de estos sustratos se obtendria una buena
colonizacion de las raices (Cuadro 17).

Cuadro 17. Efecto de los sustratos sobre la tasa de infeccion de raices por micorriza
vesiculo-arbuscular del pasto Brachiaria decumbens a las 11 semanas
después de lasiembra. Zamorano, Honduras, 2002.

I nfeccionY
Sustratos (%) Clasificacion®
Piedra de cantera 50.7 A Alte
Suelo rojo 480 A Alte
Perlita 41.8 AB Alte
Ladrillo 417 AB Alte
Vermiculita 40.7 AB Alte
Suelo blanco 34.8 BC Alte
Piedra pomez 32.6 BC Alte
Suelo:arena 28.0 C Media
Carbon vegeta 28.0 C Media

Y Valores con diferentes | etras en la misma columna son diferentes estadisticamente (DM S, P=0.05).

?Alta: =30, Media 20-29, Bgja =19

4.3 COMPARACION ENTRE EL PRIMER Y SEGUNDO MUESTREO
4.3.1 Volumen deraices

Al cultivar € pasto en vermiculita, e volumen de raiz fue mayor tanto en € primer como
en e segundo muestreo, 10 que pudo deberse principalmente a la alta porosidad que posee
este sustrato y a la densidad aparente relativamente baja, 10 que favorecid e crecimiento
de las mismas. El sustrato que tuvo & mayor incremento entre € primer y segundo
muestreo fue e carbon vegetal pero e desarrollo final fue menor que los demas
tratamientos. El incremento del testigo fue e mas bajo debido a que no recibid aplicacion
de la solucién nutritiva; y a que su densidad aparente fue una de las més altas (0.81 g/cnT).
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Figura 1. Efecto de los sustratos (S:A=suelo agricola:arena, Perl=perlita, Verm=
vermiculita, SR=suelo rojo, SB=suelo blanco, PP=piedra pémez, PC=piedra de cantera,
Ladr=ladrillo y Cveg=carbon vegetal) en e incremento (?) del volumen de raices de
Brachiaria decumbens durante la produccion de inoculante de micorriza vesiculo-
arbuscular entre las 6 y 11 semanas después de la sembra. Zamorano, Honduras, 2002.

4.3.2 Peso seco delasraices

Al igua que en & volumen de raices, € pasto cultivado en vermiculita presentd el mayor
peso seco de raices, e cua fue significativamente superior a los demas tratamientos. El
mayor incremento porcentual en esta variable se presentd en la piedra pdmez, pero su
peso seco final fue e mas bgjo de todos los tratamientos; € testigo mostrd uno de los
incrementos mas bajos, debido posiblemente a que no se le aplico la solucion nutritiva
(Figura2).
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Figura 2. Efecto de los sustratos en € incremento (?) del peso seco de raices de
Brachiaria decumbens durante la produccion de inoculante de micorriza
vesiculo-arbuscular entre las 6 y 11 semanas después de la siembra. Zamorano,
Honduras, 2002.

4.3.3 Peso seco del follgje

El mayor volumen y peso seco de raices se obtuvo a cultivar el pasto en vermiculita lo
que facilitd un mayor potencial de absorcion de agua y nutrimentos, lo cua se vio
reflggado en el mayor peso seco del follgje. El mayor incremento porcentual se observé en
el carbon vegetal pero e peso seco final fue menor que la mayoria de los tratamientos. El
testigo reflejé uno de los menores pesos secos del follaje en ambos muestreos y durante
el ensayo estas plantas presentaron una coloracién amarillenta, a diferencia del color
verde intenso observado en los demés tratamientos, posiblemente por € efecto de la
solucion nutritiva (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de los sustratos en el incremento (?) del peso seco del follge de
Brachiaria decumbens durante la produccién de inoculante de micorriza
vesiculo-arbuscular entre las 6 y 11 semanas después de la siembra. Zamorano,
Honduras, 2002.

4.3.4 Numer o de esporas

El mayor nimero de esporas se observé en € testigo, tanto en e primer cono en €

segundo muestreo. Este presentdé una baja concentracion de P que favorecid la
multiplicacion de las esporas y ademas no recibio aplicacion de solucién nutritiva, 1o que
no aterd las caracteristicas quimicas del sustrato. Los sustratos restantes presentaron un
numero de esporas significativamente menor, debido posiblemente a ciertas caracteristicas
quimicas especificas como la cantidad Py e pH (especiamente de la piedra de cantera 'y
el carbdn vegetal) que pudieron limitar €l desarrollo de esporas (Sieverding, 1991). Segun
Manjarrez et al. (2000) la efectividad del hongo en algunos casos es independiente de la
cantidad de P presente. Por otro lado, todos los tratamientos mostraron un incremento en
el nimero de esporas entre e primer y segundo muestreo. Debido a peso relativamente
liviano de la perlitay vermiculita, no se logré gjustar los 100 g requeridos para la prueba;
esto pudo haber sido una fuente de error en el conteo de esporas (subestimacion) (Figura
4).
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Figura 4. Efecto de los sustratos utilizados para la produccién de inoculante
micorrizico en € incremento (?) del nimero de esporas de micorriza
vesiculo-arbuscular entre las 6 y 11 semanas después de la siembra
Zamorano, Honduras, 2002.

4.35 Tasadeinfeccion delasraices

La piedra de cantera present6 la mayor tasa de infeccion por MVA en ambos muestreos,
respuesta que pudo deberse a que este sustrato presentd una de las menores
concentraciones de P, después del suelo blanco. La solucién nutritiva pudo haber jugado
un papel importarte en la respuesta de esta variable, debido a la mayor cantidad de raices
generadas por parte de la planta hospedera, 10 que permitié una mayor cantidad de
exudados atractivos para la penetracion y colonizacién por € hongo. Por otra parte, se
observé € mayor incremento porcentua en la perlita, ladrillo y suelo rojo. Esto no
sucedio en € testigo, el mismo que decrecio en un 6%, lo cua no refleja mayor diferencia
con lainfeccion del primer muestreo (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de los sustratos en el incremento (?) de la colonizacion por micorriza
vesiculo-arbuscular en las raices de Brachiaria decumbens durante la
produccién de inoculante micorrizico entre las 6 y 11 semanas después de la
sembra. Zamorano, Honduras, 2002.

4.4 ANALISISECONOMICO
4.4.1 Costos diferenciales

Para reaizar la evaluacion econémica del ensayo se definié como costos diferenciales el

sustrato, la solucion nutritivay la mano de obra requerida; los cuales son afectados por los
tratamientos alternativos considerados. La estimacion del costo de mano de obra se baso
en los salarios mangados en Zamorano a momento del ensayo (Cuadro 18).

El mayor costo diferencia lo refleggdo e carbon vegetal, debido a que su costo de
adquisicion es relativamente alto en comparacion con los demés sustratos (excepto con la
vermiculitay piedra pdémez). Por otra parte, la preparacion de este sustrato (molido) junto
con € ladrillo, representaron los costos mas atos de mano de obra, debido a la dificultad
para prepararlos. El costo por kg de inoculante de los diferentes sustratos vario
considerablemente, debido a que la cantidad de sustrato requerida para gjustar el kg de
inoculante varia segiin su densidad gparente.
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Cuadro 18. Costos diferenciales de la produccion de inoculante de micorriza vesiculo-
arbuscular (para 100 maceteros y por kg) utilizando sustratos inorganicos
como medios de crecimiento. Zamorano, Honduras, 2002.

Codos diferendales (US $100 maceter as)
Tratamientos Sudtrato Sol. nutritiva® Manoobra’ Total  Colkg inoculante Co/macetero

Sudoarena 128 0 042 170 001 0.02
Perlita 1711 350.71 100 368.82 2302 3.69
Vemiculita 48.73 350.71 100 40044 1538 4.00
Sudorgo 126 350.71 129 353.26 155 353
Sudo blanco 122 350.71 129 353.22 173 3.53
Piedra pomez 4547 350.71 33.79 42997 459 4.3C
Piedradecantere 272 350.71 129 354.72 217 3.58
Ladrillo 5.85 350.71 5831 414.87 277 415
Cabonveged 4267 350.71 37.88 431.26 9.56 4.31

*Los costos detallados se muestran en el Anexo 4.
YLacantidad de tiempo empleada en lamano de obra se determiné con base en el trabajo de una persona.
Tasade cambio: L 16.63/US$1.0



5. CONCLUSIONES

Los sustratos inorganicos evaluados en la produccion de inoculante de VAM y la
aplicacion de la solucion nutritiva tuvieron un efecto positivo considerable en las
variables evaluadas, especialmente en la infeccion de raices y en el peso seco de
raicesy follgje de B. decumbens.

La aplicacion de solucion nutritiva en los sustratos evaluados (excepto €l testigo),
tuvo un marcado efecto en € desarrollo de lamicorrizay de la planta hospedera.

La calidad del inoculante producido en estos medios inertes se afecta de dos
maneras. la cantidad de esporas disminuye y € porcentaje de infeccidén aumenta en
la mayoria de los medios utilizados, comparandolos con la produccidn en sustrato
uelo:arena.

El tiempo influyé significativamente en las repuestas de las variables evaluadas ya
gue todos los tratamientos presentaron incrementos considerables en las mismas
entred primer y segundo muestreo.

El inoculante producido en los sustratos inorganicos, una vez cumplidos |os demés
requerimientos, facilitala introduccién legal del producto a otros paises, sin correr
el riesgo de introducir enfermedades que no estén presentes en la zona.

Los costos diferenciales parala produccion de inoculante de VAM en los sustratos
aternativos son relativamente mas altos que los del sustrato convencional, por 1o
gue no resulta econdémicamente factible su uso en la produccién comercial. A
pesar del ato costo, para fines de introduccidén de cepas madres en pequefias
cantidades, hacia un pais donde se quiere conducir investigacion o iniciar su
produccion comercia, su empleo es justificado.



6. RECOMENDACIONES

. Vdidar € inoculante producido en los meores sustratos inorganicos mediante la
técnica del nimero més probable u otra, para determinar su efectividad y la
respuesta agrondmica en cultivos hospederos.

Evaluar mezclas de sustratos inorgénicos con €l fin de reducir caracteristicas
guimicas inadecuadas que podrian afectar €l desarrollo de la micorrizay la calidad
del inoculante.

Buscar técnicas mas viables y menos costosas en cuanto a mano de obra con
respecto a la preparacion de los sustratos (molido).

Evaluar otras aternativas de produccion de inoculante de VAM en sustratos
inorgani cos que sean menos costosas como es el caso de la arena, bentonita, grava
finay otros.

Determinar una solucion nutritiva especifica para cada sustrato con base en sus
andisis quimicosy los requerimientos nutricionaes de B. decumbens.
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Anexo 1. Distribucion de los tratamientos, en € invernadero,

inocul ante de micorriza en maceteros.

OO OO
Suelo blanco

Perlita

Ledrillo

para la produccion

de

Piedra pomez

Vermiculita

Piedra de canters

Sudorgjo

Piedra de cantera

Carbon vegeta

Sudoarena

Carbon vegetd

Sudo:arena

Vermiculita

Perlita

Perlita

Ladrillo

Suelo rgjo

Piedra pomez

Piedra de cantera

Suelo blanco

Suelo rgjo

Carbon vegetd

Piedra pomez

Vermiculita

Sudoarena

Ladrillo

OO OO
Perlita

Suelo blanco

Carbdn vegetal

Ladrillo

Suelo blanco

Piedra pomez

Sudlo rojo

Sudoarena

Vermiculita

Vermiculita

Ladrillo

Suelo blanco

Piedra de cantera

Piedra de cantera

Piedra de cantera

Piedra pomez

Piedra pomez

Suelo rgjo

Sudlo blanco

Vermiculita

Carbon vegeta

Ladrillo

Suelo rgjo

Perlita

Sudo:arena

Sudoarena

Perlita

Carbdn vegeta




M

Anexo 2. Méodo para€ aidamiento de esporas.

SUGERENCIAS:

A. Utilizar equipo apropiado para mayor seguridad y proteccion personal (anteojos,

guantesy ddantd).

B. Todas las etapas que incluyan calentamiento de quimicos deben ser mangjadas y

supervisadas cuidadosamente.

PROCEDIMIENTO

1.

Seleccione en € campo un cultivo de interés y obtenga una muestra compuesta (varias
submuestras) de por 1o menos 100 g de suelo 0 medio de crecimiento.

En e laboratorio, pese 100 g. de la muestra de suelo 0 medio de crecimiento
recolectado para iniciar €l proceso |o méas pronto posible para evitar la desecacion de
las esporas.

Vacie esta submuestra en un envase de 4.0 L vy, utilizando una manguera delgada,
aspérjela con un fuerte chorro de agua para separar las particulas de suelo. Liénelo
hasta 3.0 L y dge reposar por 15-30 segundos (suelos arenosos requieren menos

tiempo).

Cologue tres tamices (425, 250 y 75 micrometros) uno sobre otro con € de mayor
ndmero de micrometros encima, para extraer las esporas.

Vacie lamezcla sin perturbar € sedimento y pasela por los tamices. Repita € proceso
unavez. El tamafio del tamiz reflgja el tamafio de las esporas deseadas; asi, esporas
de Glomus etunicatum pueden ser recolectadas en un tamiz de 63 micrones, las cuales
estaran relativamente libres de material inerte s antes se usa un tamiz de 200 micrones.

Transfiera el material filtrado a un tubo para centrifugacién con 50 ml de capacidad.
Use un embudo pequefio de chorro fino para evitar pérdidas del materia filtrado.

Enjuague cuidadosamente el tamiz para recolectar la mayoria de las esporas en los
tubos. De ser necesario, afiada agua hasta aproximadamente un centimetro del borde
del tubo.

Centrifugue a 3000 rpm por 3 minutos ¢ 2000 rpm por 5 minutos. No utilice € freno
de la centrifuga. Vacie la mezcla en solucién sin perturbar e sedimento (las esporas
estan mezcladas con € sedimento).

Al tubo con sedimento, agregue una solucién de sucrosa a 40% (p/v). Agite hasta que
el sedimento quede en suspension y centrifugue inmediatamente a 3000 rpm por un
minuto. No utilice € freno de la centrifuga. Vacie la solucion en un tamiz de 45
micrometros evitando salpicar agua. Enjuague las esporas cuidadosamente durante un
minuto para remover lasucrosay evitar deshidratacion. Elimine @ sedimento.
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9. Trandieralas esporas aun tubo para centrifugay afore a25 ml.

10. Coloque 1.0 ml de la solucion con esporas en un plato de petri plastico de 5 cm de
capacidad. Observe en € estereoscopio. Si desea guardar la solucion con esporas,
slela con papd parafinado y dmacénelaen d refrigerador a4 °C.



Anexo 3. Méodo para clarificar y tefiir muestras de raices.

SUGERENCIAS:

A.

B.

C.

D.

Utilizar equipo apropiado para mayor seguridad y proteccion persona (anteojos,
guantesy delantd).

Utilizar “cassettes’ plésticos (denso polymer tissue “cassettes’ de Fisher Scientific)
pararetener las muestras de raices.

Todas las etapas que incluyan calentamiento de quimicos deben ser mangadas y
supervisadas cuidadosamente.

L ea cuidadosamente todas |as instrucciones antes de empezar € proceso

PROCEDIMIENTO DE CLARIFICACION:

5.

Prepare los “cassettes’ con muestras de raices y manténgal os en agua hasta que todo
edéliso parainiciar € proceso.

En un “beaker”, vierta una solucién de KOH al 10% de modo que cubra todos los
cassettes.

Caliente d KOH hasta 80 °C de temperatura.

Cologue los cassettes en € KOH caliente durante:

15 minutos para cebollay otras raices tiernas,

30 minutos parala mayoria de raices (p.e. maiz, graminees)

Lave con agua cinco Veces.

NOTA: Si las muestras de raices tienen pigmentos oscuros (p.e. cafés, negros, morados)
después de clarificarlas con KOH, cologue los cassettes en un beaker con 30% de agua
oxigenada a temperatura ambiente (10 minutos a < 50 °C) hasta que las muestras se
aclaren. Reviselas constantemente para evitar dafios en las estructuras de las raices.
Enjuague cinco veces con agua y proceda. En caso de no tener agua oxigenada, cubra los
cassettes con HCI (5.0 ml) y agua (200 ml). Mezcle y desaglie. Repitalo otra vez (no
enjuague los cassettes con agua).

PROCEDIMIENTO DE TINCION:

1.

2.
3.

En un beaker, vierta suficiente cantidad de Azul de Tripano (0.05%) para cubrir los
cassettes.

Cdliente d tinte azul Sn los cassettes hasta 80 °C de temperatura.

Coloque los cassettes en € tinte caiente y mantenga la temperatura en 80 °C.
Después de 30 minutos, deje enfriar hasta que la temperatura sea menor de 50 °C;
luego filtre el tinte para remover pedazos de raices y almacénelo bgjo refrigeracion en
un frasco. Enjuague |os cassettes una sola vez con agua.

En una placa, monte varias raices para su observacion y cubralas con el cubreobjetos
presiorando levemente. Las raices se deben manipular con pinzas y guantes ya que €l
tinte es cancerigeno. En caso de no visudizar claramente las estructuras del hongo,
cologue las raices en un plato de petri con agua para enjuagarias y luego observe.
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5. S no sevan aanalizar las muestras el mismo dia, coloquelas en € refrigerador en una
bolsa platica etiquetada.

PREPARACION DEL TINTE AZUL DE TRIPANO (0.05%)
En un frasco, afiaday mezcle congantemente |os ingredientes en e sguiente orden:

1) 800 ml glicerina

2) 800 ml &cido léctico

3) 800 ml aguadedtilada

4) 1.2 gdd tinte Azul de Tripano

CUIDADOS:

- Entre cada muestra, lave los tamices con agua a presion para evitar contaminacion.
En caso de ser necesario, use jabon.

- Las esporas pueden ser contadas facilmente en un plato de petri dividido en
cuadriculas.

- Recupere las raices recolectadas en €l tamiz més grande para observar los
propagulos del hongo y/o @ grado de colonizacion.

- Normamente se usa €l tamiz de 425 micrones para recolectar esporas de tamafios
desconocidos provenientes de muestras del campo.

- El KOH y d Azul de Tripano pueden ser reutilizados.
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Anexo4. Costos de preparacion de la solucién nutritivapara la produccion de 100
maceteros de Mycora® en e pasto Brachiaria decumbens.

Compuesto g/L Costo (US $)/L Costo Total (US$)?
Urea 6.39 0.0013 0.02
K,HPO, 8.33 1.84 30.67
K,SO, 511 0.54 9.00
CaNOQ;-4H,0 67.70 8.21 136.86
MgSO,-7H,0 45.0 7.30 121.69
H;BO, 0.11 0.013 0.22
FeCl, 1.47 0.14 2.33
CuCl,-2H,0 0.0053 0.001 0.02
MnCl,-4H,0 0.1081 0.03 0.50
ZnCl, 0.0014 0.0006 0.01
Na,M00,-2H,0 0.0013 0.0008 0.01
Subtotal 301.34

Material y equipo

Cantidad Costo unitario

Costo/100 maceter os

Agitadores magnéticos’ 2 8.05 0.54
Balanza® 1 230 5.11
Balanza de precision® 1 1450 32.22
Beaker pléstico (500 ml)? 1 4.30 0.29
Beaker pléstico (5000 ml)? 2 23.55 3.14
Espétula® 1 1.94 0.04
pHmetro* 1 192.40 4.28
Pipeta (5 ml)? 1 0.40 0.03
Plato agitador® 1 92.56 2.06
Platos hexagonales' 2 0.18 0.06
NaOH (ml) 2 0.05 0.10
HCI (ml) 2 0.09 0.17
Tanque amacen. (20 L)? 1 20 1.33
Subtotal 49.37
TOTAL US $350.71

4Se prepararon 16.67 L para 100 maceteros

'Duran aproximadamente dos afios (6 ciclos de produccién)

2 Duran aproximadamente cinco afios (15 ciclos de produccién)
3 Duran aproximadamente diez afios (30 ciclos de produccion)
“ Duran aproximadamente 15 afios (45 ciclos de produccién)

Nota: Hay 3 ciclos de produccion por afio
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