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La inoculacién (incorporacion del hongo a la raiz) de cultivos extensivos requiere de un
mecanismo practico y econdmico que permita una adecuada colonizacion de las raices
por el hongo. Entre las alternativas se encuentra el realizar el peletizado de las semillas
para que estas lleven el inoculante adherido. Otra alternativa es desarrollar una
presentacion fisica del Mycoral® que posea buen potencial infectivo y que requiera
menos cantidad de producto para reducir los costos de aplicacion, como por ejemplo un
producto granulado.

El rendimiento de frijol en plantas con micorrizas en Honduras fue mayor que las
plantas sin micorrizas en un 45%,; sin embargo, no fue economicamente rentable debido
a la cantidad de Mycoral® requerido por drea (Montafio, 2001). La inoculacién con
VAM (micorrizas vesiculo-arbuscular) en frijol bajo condiciones de estrés hidrico
moderado y sin fertilizacion, mostrd efectos significativos en rendimiento (Soto, 2001).
Zamorano, como institucion de ensefianza y apoyo al productor en América Latina ésta
interesada en desarrollar métodos rentables de inoculacién con micorrizas (VAM) en
diversos cultivos para facilitar la transferencia y la obtencion de los beneficios
asociados al uso de esta tecnologia.

El objetivo principal de este estudio fue desarrollar métodos de inoculaciéon con
Mycoral® para la siembra de maiz y frijol, que sean técnica y econdmicamente viables.
Se pretendié determinar el procedimiento mas adecuado para peletizar semillas de frijol
y maiz, ademas se realizaron evaluaciones agronémicas y econdmicas para la
inoculacion de estos granos basicos.




MATERIALES Y METODOS
Ubicacion

Para llevar a cabo esta investigacién, se realizaron dos ensayos en diferentes fechas y
localidades. En el Ensayo 1 se desarrollaron los métodos de inoculacién con Mycoral®
y en el Ensayo 2 se probaron los métodos desarrollados utilizandolos en los cultivos de
maiz y frijol.

El Ensayo 1 se efectu6 en el Laboratorio de Biodiversidad y Biofertilizacion; y el
Ensayo 2 se llevd a cabo en los bancales del Programa de Investigaciones en Frijol.
Ambos estan ubicados en Zamorano, valle del Yeguare, departamento de Francisco
Morazan, a 800 msnm, con una temperatura media anual de 24° C y una precipitacion
media anual de 1,100 mm.

Material experimental

En ambos ensayos se utilizo semilla de maiz "Guayape” y de “frijol Tio Canela 75~
Mycoral® (formado por los géneros Entrophospora, Acaulospora y Glomus) y semillas
de linaza (utilizada como adherente).

Metodologia del Ensayo 1

En esta parte del experimento se pretendié desarrollar dos métodos de inoculacién con
Mycoral®, para reducir la cantidad de indculo requerido por area. Para esto se realizé el
peletizado de las semillas y la formacion de granulos de Mycoral®.

Para efectuar el peletizado de las semillas se realizaron dos pruebas en las cuales se
vario el uso o no de un adherente, con el fin de determinar si era necesaria 0 no esta
practica. En la primera prueba se agregd agua a las semillas de maiz o frijol para
humedecerlas y luego se mezclaron con el Mycoral® dejandolas secar a la sombra para
poderlas manipular. En la segunda prueba, se colocaron las semillas de linaza en un
beaker de vidrio de 100 ml con agua y luego se calentaron al microondas hasta que
hirvieran para liberar los exudados y utilizarlos como adherente. Estos exudados se
agregaron a las semillas de maiz o frijol para humedecerlas y luego éstas se mezclaron
con el Mycoral® dejandolas bajo sombra para que se sequen. Para determinar las
proporciones adecuadas de los distintos componentes utilizados se realizaron tres
pruebas en cada paso (Anexo 1).




Para la elaboracion del Mycoral® granulado se coloco el producto en un vaso de
precipitados plastico (beaker) de 2000 ml, luego se aplicé agua a presion con una piseta
a intervalos, dependiendo de la humedad observada (no podia quedar ni muy seco ni
muy himedo) y se agité manual y constantemente en forma circular, logrando la unién
de particulas hasta formar granulos de aproximadamente 1.0 mm de diametro.

Tratamientos del Ensayo 1

En el peletizado de las semillas se evaluaron tres mezclas de agua con semilla de maiz o
frijol; una vez determinado esto, tres mezclas de esta semilla himeda con Mycoral® y
tres tiempos de secado (10, 15 y 20 minutos).

Para el uso de adherente, se probaron tres proporciones de semilla de linaza con agua
para obtener los exudados, luego tres proporciones de éstos exudados con semillas de
maiz o frijol; tres mezclas de esta semilla himeda con Mycoral® y tres tiempos de
secado (10, 15 y 20 minutos).

Variables a medir en el Ensayo 1

En el peletizado de semillas con Mycoral® se evaluaron:
- Cantidad de esporas en 100 semillas peletizadas.
- Porcentaje de germinacion

Metodologia del Ensayo 2

Las semillas de los cultivos fueron sembradas en cinco bancales con un area de 37.5 m?
(1.5m de ancho x 25 m de largo) cada uno, a una distancia de 70 cm entre hileras, 10 cm
entre plantas y colocando dos semillas por postura para frijol (requiriendo 1.8 bancales)
y 90 cm entre hileras, 30 cm entre plantas y colocando dos semillas por postura para
maiz (requiriendo 3.2 bancales). En cada cama se abrieron surcos para colocar la
semilla y luego cubrirla. Cuatro semanas despu€s de la siembra se fertilizoé con Urea (46
kg N/ha), realizandose también el aporque. Para la medicion de las variables se
realizaron dos muestreos (uno a la floracion y otro a la formacion de vainas), sacandose
cuatro plantas por bloque y realizandose los analisis (Anexo 2).

Tratamientos del Ensayo 2

Const6 de cuatro tratamientos: 100 g/m lineal de Mycoral® en polvo aplicado al fondo
del surco minutos antes de la siembra (T1), semilla peletizada con Mycoral® (T2) y
Mycoral® granulado a razén de 20 g/m lineal (T3) y el testigo sin Mycoral® (T4). Para
la siembra de todos los tratamientos, primero se abrié un surco en cada cama, luego se
colocaron los tratamientos e inmediatamente después las semillas se cubrieron con el
suelo.




Disefio experimental

Se utilizé un disefio de Bloques Completamente al Azar con dos cultivos, cuatro
tratamientos y cuatro repeticiones, para un total de 16 bloques por cultivo. Cada
tratamiento consté de 5 surcos. Los cultivos fueron manejados y evaluados como

ensayos separados. Se utiliz6 el programa estadistico MSTAT® realizando el
ANDEVA vy la separacién de medias (DMS).

Variables a medir en el Ensayo 2

En frijol se realizaron dos evaluaciones: una a la floracién (50% de las plantas
presentan botones florales abiertos) y otra a la formacion de vainas (50% de las plantas
presentaban vainas). En maiz sélo se realizé un muestreo: a la floracién. En cada
muestreo y para ambos cultivos se midi6 la infeccién en las raices (%), el niimero de
esporas en la solucién de suelo, peso seco de la biomasa aérea y de las raices (g) y el
volumen de raices (ml). En la cosecha de ambos cultivos se midi6 el rendimiento
(kg/ha) y uno de sus componentes: peso seco de 100 semillas (g).



RESULTADOS Y DISCUSION

Emnsayo 1

En el peletizado y formacion de granulos de Mycoral® para ambos cultivos se

determiné que:

- La mejor proporcion para el peletizado de las semillas sin adherente se obtuvo al
mezclar 100 semillas con 15 ml de agua y luego con 20 g de Mycoral®; el mejor
tiempo de secado para poderlas manipular fue de 10 minutos ya que con este
procedimiento, el Mycoral® quedaba bien adherido, no se desperdiciaba mucho
producto durante el proceso y las semillas, una vez transcurrido este tiempo, se
podian manipular sin que el producto se desprendiera. Las semillas peletizadas
debian sembrarse en un tiempo menor a 24 horas porque después de este tiempo el
inoculo seco empieza a desprenderse.

- El mejor procedimiento para obtener el adherente (exudados de semilla de linaza) se
obtuvo al mezclar 25 ml de agua con 3 g de semillas, calentadas en el microondas
hasta llegar a punto de ebullicién (aproximadamente 2 minutos). Con esto se obtuvo
un adherente ligoso.

- La mejor proporcion para el peletizado de las semillas con adherente se obtuvo al
mezclar 100 semillas con 5.0 mi del adherente y luego con 15 g de Mycoral®; el
mejor tiempo de secado para poderlas manipular fue de 10 min. Con el adherente,
las semillas peletizadas debian sembrarse en un tiempo menor a 48 horas porque
después de este tiempo el indculo seco empieza a desprenderse.

Con estas proporciones se logré obtener un promedio de 2.7 esporas de micorrizas por
semilla de frijol y 1.1 esporas por semilla de maiz. Esto nos indicé que el método de
peletizado de semillas puede ser efectivo ya que garantiza por lo menos una espora por
semilla. El porcentaje de germinacion no se vio afectado por el uso del adherente.

En la segunda parte de este ensayo se determiné que al mezclar 100 g de Mycoral® con
15 ml de agua a presion y manteniendo aproximadamente de 90-110 vueltas por minuto
en la agitacion, hay una mejor formacion de los granulos de Mycoral®. Ademas se
observo que en el proceso hay una merma del 14% del producto, el cual se quedo
adherido a las paredes del recipiente. Con esto se obtienen granulos de
aproximadamente 1.0 mm de didmetro. El proceso completo para esta cantidad de
producto durd aproximadamente 10 minutos.




Ensayo 2

En la evaluacion en campo de los métodos de inoculacion se observa que:

En frijol a la floracidn el mayor nimero de esporas se presenté cuando se aplicaron 100
g/m lineal de Mycoral® en polvo o cuando se peletizaron las semillas con Mycoral®, sin
encontrarse diferencias significativas entre ambos tratamientos (P<0.10) pero si con los
demas tratamientos. Esto nos indica que con este procedimiento se puede reducir la
cantidad de producto requerida por area sin afectar esta variable (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto del método de inoculacion con Mycoral® en el desarrollo del cultivo
de frijol "Tio Canela 75" y maiz "Guayape" a la floracion. Zamorano, Honduras, 2003.

PSBAZ (g/pl) PSR (g9/ph) VR (ml/pl) NE IR (%)
Mycoral® M® F M F M F M F M F
Polvo? 179 ab* 52a 23.7a 06a - 56a 41a 56a 15ab 80a 45a
Peletizado 176 b 48a 284 a 08a 64a 45a 6.8a 30a 80a 62a
Granulade 192 ab 52a 251a 09a 66a 58a 48a 3 b 60 a 66 a
Sin inéculo 230 a 6.2a 278a 08a 62a 44 a 39a 4 b 56 a 46 a
ANDEVA ¥ * ,
Cc.V. 21 4 29.9 38.7 19.3 374 495 98.2 304 60.7
DMS 53 29 102 0.38 336 23 34 16.6 27.3 431

1 Formulacion estandar de Mycoral® (100g/m lineal)

2 PSBA = peso seco de la biomasa aérea; PSR = peso seco de la raiz; VR = Volumen de Ia raiz; NE = numero de esporas;
IR = infeccion de las raices.

3 M = maiz; F = frijol

“Valores con diferente letra en la misma columna y * son diferentes estadisticamente (P<0.10), segdn prueba DMS.

Como se observa en el Cuadro 1, para frijol no se encontraron diferencias significativas
en el PSBA, PSR, VR ni IR. Esto nos indica que se consiguié el mismo desarrollo del
frijol al inocularlo con Mycoral® en polvo, peletizado o granulado. La infeccion de raices
también es similar entre los tratamientos, lo que sugiere que se puede reducir la cantidad
de Mycoral® requerida sin afectarse el establecimiento del hongo en la planta.

A la floracidn, en maiz, no se observaron diferencias significativas en las variables PSR,
VR, NE e IR, pero si en el PSBA (Cuadro 1). Esto sugiere que, al igual que en frijol, se
puede conseguir una buena infeccion de las raices y una buena cantjdad de esporas en el
suelo al inocular las semillas con Mycoral® en polvo, peletizado o granulado y
pudiéndose disminuir la cantidad requerida por area. Las variables de NE e IR no
mostraron diferencias con el testigo debido posiblemente a la infeccion del testigo con
micorrizas nativas. E1 PSBA fue mayor en el testigo sin encontrarse diferencias entre éste
y el aplicar Mycoral® en polvo o granulado.




A la formacion de vainas (formacion del 50% de las vainas en la poblacién), en frijol, las
variables PSBA, PSR y VR no presentaron diferencias significativas; mostrandose
diferencias solamente en el NE e IR (Cuadro 2). Al realizar el peletizado de las semillas
se obtuvo la mayor cantidad de esporas. En los tratamientos con Mycoral®, la infeccion
fue mayor, especialmente al realizar el inoculo en polvo y el peletizado, lo que sugiere
que el peletizado puede ser una alternativa al método en polvo utilizado actualmente. Las
plantas testigo también presentaron infeccién en las raices, lo que se puede atribuir a las
micorrizas nativas en el suelo.

Cuadro 2. Efecto del método de inoculacion con Mycoral® en el desarrolio del cultivo
de frijol Tio Canela 75 a la formacidn de vainas. Zamorano, Honduras, 2003.

Mycoral® PSBA? PSR VR NE IR
(9) (9) (ml) (%)

Polvo? 14.8 a 1.1 a 56a 05 bd 64 a
Peletizado 143 a 12a 6.4 a 43 a 68 a
Granulado 148 a 12a 66a 04 b 54 ab
Sin in6culo 15.8 a 12 a 6.2a 04 b 31 b
ANDEVA * %
C.V. 374 22 18.4 548 41.4
DMS 7.2 0.4 1.5 10.2 29.1

" Formulacién estandar de Mycoral® (100g/m lineal)
2 PSBA = peso seco de la biomasa aérea; PSR = peso seco de ia raiz; VR = Volumen de ia raiz;
NE = numero de esporas; IR = infeccion de las raices
3 Valores con diferente letra en la misma columna y * son diferentes estadisticamente (P<0.10), segtin la prueba DMS.

Durante el ensayo hubo una precipitacion de 505 mm y una temperatura promedio de
23.5 °C. El testigo obtuvo el peso seco de cien semillas (PSCS) mas alto a la cosecha en
frijol, (Cuadro 3) en maiz no se observaron diferencias estadisticas entre el testigo,
Mycoral® en polvo y peletizado de las semillas. En frijol, el mayor rendimiento se
observo en las plantas testigo, sin encontrarse diferencias con las plantas inoculadas con
el Mycoral® granulado. En maiz, el mejor rendimiento se obtuvo en el testigo, sin
encontrarse diferencias con el uso del Mycoral® en polvo o granulado.

Debido a que se esperaba diferencias en rendimiento a favor de la inoculacién con
micorrizas; estos resultados no respaldan esto. Los niveles de esporas presentes y la
infeccion de raices a la floracion sugiere la presencia de micorrizas nativas porque el NE
es bajo en frijol, lo cual sugiere que otros factores incluyendo la disponibilidad de
nutrientes no favorecieron los aportes del inculo VAM al rendimiento.




Cuadro 3. Efecto del método de inoculacion con Mycoral® en el rendimiento del cultivo
de frijol Tio Canela 75 y maiz Guayape. Zamorano, Honduras, 2003.

PSCS? (q) RDTO (kg/ha)
Mycoral® M2 F M F
Polvo 28.9 ab* 209 b 7073 ab 2977 b
Peletizado 30.4 ab 213 b 6420 b 2747 b
Granulado 287 b 211 b 6897 ab 3309 ab
Sin inéculo 30.7 a 227 a 7789 a 4070 a
ANDEVA * *
C.V. 48 37 12.2 25
DMS 1.85 1.3 1114 1060

T1 = 100g/m lineal; T2 = peletizado; T3 granulado; T4 = sin micoriza

2 PSCS = peso seco de cien semillas; RDTO = rendimiento

* M = maiz; F = frijol

4 Valores con diferente letra en la misma columna y * son diferente estadisticamente (P<0.10), segiin prueba DMS.

Analisis financiero

La comparacion de costo y cantidad del uso de los métodos de inoculacion (Cuadro 4). Se
puede determinar las diferencias que se presentan con los nuevos métodos de inoculacién
con el actualmente utilizado (Mycoral® en polvo 100g/m lineal) se tienen reducciones de
costos de 12,800 y 15,760 Lps/ha con el granulado y peletizado respectivamente en frijol
si lo comparamos con el actual, 16,000 Lps/ha. Los costos de Mycoral® en el peletizado
se reduce a 60Lps/ha en maiz y a 240Lps/ha en frijol; en el granulado se reduce a 2,000
Lps/ha en maiz y 3,200 Lps/ha en frijol, lo cual es todavia muy alto para su uso en estos
cultivos. En maiz se reduce el costo en 8,000 Lps/ha y 9,940 Lps/ha en el peletizado y
granulado, respectivamente, en relacion a la inversion que se tendria que hacer con el
método actual, Mycoral® en polvo 10,000Lps/ha.

Cuadro 4. Variaciones en las cantidades del inoculo Mycoral® y costo del producto
segun el método de inoculacidn en frijol "Tio Canela 75"y maiz ‘Guayape”.

Cantidad (kg/ha) Costo (Lps/ha)
Mycoral® M’ F M F
Polvo 1250 2000 10,000 16,000
Peletizado 7.5 30 60 240
Granulado 250 400 2,000 3,200

M = maiz, F = frijol
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RECOMENDACIONES

Realizar un analisis biolégico del suelo antes de inocular las plantas.

Repetir el ensayo agronémico en condiciones de campo.

Utilizar métodos de peletizacion en otras especies. |
Mejorar los métodos de peletizacion y granulado.

Para estas condiciones, pasteurizar el medio.



CONCLUSIONES
Con el peletizado hay una reduccién de 98.5% en la cantidad de Mycoral®/ha en frijol
y de 99.4% en maiz.

La linaza fue eficiente como adherente natural para mejorar el peletizado de semillas de
frijol y maiz.

Se logré obtener un granulo adecuado para la inoculacién, reduciéndose las cantidades
requeridas de Mycoral® en 5 veces.

En maiz, durante la etapa de floracion se observé el menor PSBA al usar el peletizado
sin diferenciarse de los demas tratamientos con Mycoral®.

En frijol, durante la etapa de floracion la mayor cantidad de esporas se observo en el
peletizado sin diferenciarse del Mycoral® en polvo. ‘

En la etapa de formacién de vainas, con el peletizado se observé el mayor numero de
esporas y también el mayor porcentaje de infeccion en las raices.

En la etapa de cosecha, se observo el mayor rendimiento al no utilizar Mycoral® sin
observarse diferencias con el uso del granulado.




ANEXOS

Anexo 1. Peletizado de la semilla y su evaluacion.

Para realizar el peletizado sin adherente se colocaron tres cantidades de agua: 15, 20 y
25 ml en beakers de vidrio de 250 ml que contenian semillas de maiz y frijol , todos con
100 semillas; se mezcld y se dejoé en reposo 5 minutos para todos los beakers. Después
de esto se agregaron tres cantidades de Mycoral®: 15, 20 y 25 g, se mezclaron y se
probaron tres tiempos de secado 10, 15 y 20 min.

Para realizar el peletizado con adherente se colocaron 3, 4 y 5 g de semillas de linaza en
beakers de vidrio de 50 ml calentandose con 25 ml de agua las tres cantidades de
semillas, utilizando el mismo tiempo de calentamiento (2 min) en un microondas para
que las semillas liberen sus exudados (adherente). Despu€s se colaron las semillas. Ese
adherente (exudados) se agrego a razén de 5, 10 y 15 ml en beakers de vidrio de 250 ml
que contenian 100 semillas de maiz o frijol; se mezclaron y se dejé reposar por 5, 8 y 11
minutos para cada beaker para que el adherente se pegara a las semillas. A cada beaker

con las semillas y el adherente se les agregaron 15, 20 y 25 g de Mycoral®, -

mezclandolos poco a poco hasta que se separa el producto. Al final se dejo secar al
ambiente y bajo sombra por 10, 15 y 20 minutos para determinar el mejor tiempo de
secado.

Procedimiento:

1. Seleccione la muestra en el campo y recolecte 100 g de suelo.

2. En el laboratorio, pese los 100 g exactos de suelo.

3. Vacie esta muestra en un envase de 2.0 L y utilizando una manguera delgada
asperjela con un fuerte chorro de agua para separar las particulas del suelo,
luego déjelo reposar por 30 segundos.

4. Coloque tres tamices (40, 60 y 200 Mesh) uno sobre otro para extraer las
esporas.

5. Vacie la mezcla sin perturbar el sedimento y pasela por los tamices, repita el
proceso dos veces.

6. Transfiera el material filtrado a un tubo para centrifugaciéon con 50 ml de
capacidad.

7. Centrifugue a 2000 rpm por 5 minutos; al centrifugar vacie la solucion del tubo
sin perturbar el sedimento.

8. Al tubo con sedimento agregue una solucién de sucrosa al 40%; mézclelo y
coloquelo en la centrifugadora a 2000 rpm por 2 min. ¥acie la solucién en un
tamiz de 325 Mesh y recoja las esporas que quedan en este tamiz en un tubo
para centrifugar.

9. Transfiera las esporas a un tubo para centrifugar y afore a 25 ml.
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10. Coloque 1.0 ml de la solucion con esporas en una plato de petri con cuadros en

el fondo de 5 cm de capacidad. Observe en el estereoscopio. Si desea guardar la
solucion con esporas almacénelas a 4° C.

Meétodo por:

Jarstfer, A.G. 1970. University of Florida, Soil Science Department, 2171 McCarty
may, Gainesville, FL 32611-0151 USA.

Anexo 2. Evaluacion de la efectividad de los métodos de inoculacién.
Se realizaron las pruebas del Anexo 1 para el conteo de esporas y también se realizé la
clarificacion y tincion de las raices:

Procedimiento de clarificacion:

1.

2.

3
4.
5.

Prepare los casetes con muestras de raices y mantengamos en agua hasta que
todo este listo para iniciar el proceso.

En un beaker, vierta la solucién de KOH al 10% de modo que cubra todos los
casetes.

Caliente el KOH hasta 80° C de temperatura.

Coloque los casetes en el KOH caliente durante 30 min.

Lave con agua cinco veces.

Procedimiento de tincion:

1.

2.
3.

5.

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

Caliente el tinte azul sin los casetes hasta 80° C.

Coloque los casetes en el tinte caliente y mantenga la temperatura en 80° C;
después de 30 min deje enfriar hasta que la temperatura sea menor a 50° C.
Luego filtre el tinte y almacénelo en refrigeracion. Enjuague los casetes una vez
con agua.

En una placa monte 10 raices para su observacion y coloque el cubre objetos.
Las raices deben manipularse con guantes y pinzas ya que el tinte es
cancerigeno.

Después de este proceso estan listas para ser estudiadas en el microscopio.

Meétodo por:
Jarstfer, A.G. 1970. University of Florida, Soil Science Department, 2171 McCarty
may, Gainesville, FL 32611-0151 USA.
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