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RESUMEN

Existe poca informacién acerca de la influencia del tamafio
de las particulas y de las propiedades fisicas y quimicas de
los sustratos usados para la produccién de inoculante mico-
rrizico. El objetivo de este estudié fue evaluar el ndmero de
esporas, colonizacién de la raiz, peso seco de la parte aérea y
de la raiz, y volumen radical producidos por plantas de le-
chuga inoculadas con Gigaspora gigantea en 12 sustratos ela-
borados con diferente tamaiio de particulas. Los sustratos se
prepararon con dos tipos de bonote de coco (Cocos nucifera):
granular (Bg) y fibroso (Bf) en mezcla con piedra pémez (P)
y tezontle (T), con tres granulometrias (<0.6 mm, 0.6-1 mm,
1-2 mm) en proporcién 3:1 v/v, excepto Gc:P:T (1-2 mm)
en proporcién 6:1:1 v/v. Como testigo se usé la mezcla con
turba:agrolita:vermiculita (Tur:A:V) a granel en proporcién
2:1:1 v/v. Lactuca sativa var. King Herry se us6é como plan-
ta hospedera. El experimento se evalué 75 d después de la
siembra con un ANDEVA y comparacién de medias (Tukey
<0.05). El estudio micromorfoldgico y andlisis de imdgenes
determiné la interaccién sustrato-raiz-esporas. La mayor co-
lonizacién micorrizica (p=<0.05) ocurri6 en Tur:A:V a granel,
Bg:P:T 1-2 mm y con la granulometria de 0.6-1 mm. El ma-
yor miimero de esporas (20 esporas g~ sustrato seco) se obtu-
vo en Tur:A:V a granel (p=<0.05). Los sustratos con tamaiio de
particula <0.6 mm y 0.6-1 mm favorecieron positivamente las
variables de respuesta de la planta hospedera (p<0.05). El es-
tudio micromorfolégico mostré que las esporas se relacionan
con los componentes Bg:P:T y se alojan en la superficie rugo-
sa de las vesiculas fracturadas de tezontle. El sustrato Bg:T:P
(1-2 mm) se recomienda como sustituto de Turb:A:V a granel

para la produccién de Gi. gigantea.
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ABSTRACT

There is little information about the influence of particle
size and the physical and chemical properties of the growing
media used for mycorrhizal inoculum production. The
objetive of this study was to evaluate the number of spores,
root colonization, aerial and root dry biomass, and root
volume produced by lettuce plants inoculated with Gigaspora
gigantea in 12 substrates made with different size particles.
Growing media were prepared with two types of coconut
coir (Cocos nucifera): granular (Gc) and fibrous (Fc) mixed
with pumice (P) and volcanic scoria (locally called tezontle
T), with three granulometries (<0,-6 mm, 0.6-1 mm, 1-2
mm) in a ratio 3:1 v/v, except Ge:P:T (1-2 mm) in a ratio
6:1:1 v/v. The control treatment consisted of a mixture of
peat:agrolite:vermiculite (Pe:A:V) in bulk material with a
2:1:1 v/v ratio. Lactuca sativa var. King Henry was used as
host plant. The experiment was evaluated 75 d after sowing
with an analysis of variance and comparison of means
(Tukey=<0.05). The micromorphological study and image
analysis determined the interaction of growing media-root-
spores. The highest mycorrhizal colonization (p<0.05)
occurred in Pe:A:V in bulk materials, Ge:P:T 1-2 mm and with
granulometry of 0.6-1 mm. The highest number of spores (20
spores g~' dry growing medium) was obtained in Pe:A:V in
bulk (p=<0.05). Growing media with particle size <0.6 mm
and 0.6-1 mm positively favored the response variables of the
host plant (p=<0.05). The micromorphological study showed
that the spores are related to the components Ge:P:T and
reside in the rough surface of the fractured vesicles of tezontle
(volcanic residue). Growing medium of Ge:T:P (1-2 mm) is
recommended as a substitute of Pe:A:V in bulk materials for

the production of Gi gigantea.
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INTRODUCCION

a micorriza arbuscular es la asociacién simbi6-
Ltica de tipo mutualista que ocurre entre hon-

gos del phylum Glomeromycota (Schiifler ez
al., 2001) y mds del 80 % de las plantas terrestres en
todos los ecosistemas (Feldmann ez 4/, 1989). De-
bido a los multiples beneficios que le confieren a su
planta hospedera, los hongos micorrizico arbuscula-
res (HMA) son importantes como inoculantes para
estimular la sobrevivencia y crecimiento de las plan-
tas en semilleros y viveros, donde se utilizan sustratos
inertes, estériles o fumigados (Sharma ez a/., 2000;
Varela-Fregoso y Trejo, 2001).

Para propagar a los HMA se utiliza comtinmente
arena, la cual es un sustrato que permite alta coloni-
zacién y produccién de esporas; sin embargo, debi-
do a su peso, el manejo en cantidades altas es dificil.
Otros materiales usados para la propagacién de estos
hongos son turba, perlita, vermiculita, arcillas ex-
pansivas, diversos residuos forestales y agricolas, y te-
zontle (Jakobsen et al., 1992; Jarstfer y Sylvia, 1999;
Douds et al., 2010).

Segtin Saif (1981), el sustrato ideal para la pro-
pagacién de HMA debe permitir el establecimiento
funcional de la simbiosis micorrizica y ayudar a la
provisién de agua y aire para el crecimiento de los
simbiontes involucrados. Ademds debe ser ligero,
de bajo costo y con alta disponibilidad (Gonzdlez-
Chdvez et al., 2000; Gonzilez-Chdvez, 2002).

En su mayoria, los sustratos se usan a granel, lo
que incrementa su variabilidad. Segiin Anicua-Sin-
chez er al. (2009), el tamano de particula es factor
determinante para el desarrollo de las plantas, por-
que las propiedades fisicas y quimicas de los sustratos
dependen de la granulometria de los componentes.
Gutiérrez-Castorena et a/. (2011) usaron mezclas de
bonote de coco granular:tezontle (Bg:T) y bonote de
coco granular:piedra pémez (Bg:P) con granulome-
tria de 1-2 mm y proporcién 75:25 (v/v), y mediante
estudios micromorfolégicos mostraron que en estas
mezclas hay un sistema de poros heterogéneo y dis-
tribucién en bandas, lo que permitié la percolacién y
la retencién de humedad 6ptima para el desarrollo de
pldntulas de lechuga.

Hay poca investigacién que considere el tamafio
de particula en la produccién de inoculante de HMA
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INTRODUCTION

rbuscular mycorrhiza is the mutualistic
As(ymbiotic association that occurs between

ungi of the phylum Glomeromycota
(Schiibler et 4/, 2001) and more than 80 % of the
terrestrial plants in all of the ecosystems (Feldman
et al., 1989). Due to the multiple benefits which
they confer to the host plant, arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) are important as inoculants to stimulate
the survival and growth of the plants in seedbeds
and nurseries, which use inert, sterile or fumigated
growing media (Sharma ez 4/, 2000; Varela-Fregoso
and Trejo, 2001).

To propagate the AME sand is commonly
used. This is a growing medium that allows high
colonization and spore production; however, due
to its weight, its management in great quantities is
difficult. Other materials used for the propagation of
these fungi are peat, perlite, vermiculite, expansive
clays, diverse forest and agricultural residues, and
tezontle (volcanic residue) (Jakobsen et al, 1992;
Jarstfer and Sylvia, 1999; Douds et al., 2010).

According to Saif (1981), the ideal growing
medium for the propagation of AMF should
permit the functional establishment of mycorrhizal
symbiosis and help the provision of water and air for
the growth of the symbionts involved. It should also
be light, economical and highly available (Gonzélez-
Chdvez, 2002).

For the most part, growing media are used in
bulk, which increases their variability. According
to Anicua-Sdnchez et a4l (2009), particle size
is a determining factor for plant development,
because the physical and chemical properties of the
growing media depend on the granulometry of the
components. Gutiérrez-Castorena et al. (2011) used
mixtures of granular coconut coir: tezontle (Gc:T)
and granular coconut coir:pumice (Gc:P) with
granulometry of 1-2 mm and a 75:25 (v/v) ratio, and
with morphological studies they showed that in these
mixtures there is a system of heterogeneous pores and
bands distribution, which allows the percolation and
optimal moisture retention for the development of
lettuce seedlings.

There is a limited amount of research that
considers particle size in the production of AMF
in different growing media (Gaur and Andholeya,
2000; Drew er al, 2003; Ridgway er al., 2000).
Little is also known of the influence of the physical
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en diferentes sustratos (Gaur y Andholeya, 2000;
Drew ez al., 2003; Ridgway ez al., 2006). También
se conoce poco sobre la influencia de las propiedades
fisicas y quimicas del sustrato usado en la produc-
cién de inoculantes y la interaccién entre las parti-
culas del sustrato con la raiz y las estructuras mico-
rrizicas. Con base en lo anterior, la hipétesis fue que
los sustratos con diferente granulometria que afectan
el crecimiento de las plantas, también influencian la
produccién de propdgulos micorrizicos (raices colo-
nizadas y nimero de esporas) durante la produccién
de un inoculante.

En este estudio se selecciond el hongo micorrizi-
co Gigaspora gigantea porque pertenece a una familia
poco estudiada (Gigasporaceae) y difiere en su estruc-
tura y funcién del género mds comtan Glomus. Es-
pecies de Gigaspora responden mds a perturbaciones
por el gran tamafo de sus esporas (200 a 600 m), a
los niveles de fertilidad de N y P, al enriquecimiento
de CO, en el suelo y la colonizacién dentro y fuera
de la raiz varfa ampliamente con respecto a otros gé-
neros micorrizicos (Jonhson, 2010).

Los objetivos del presente estudio fueron: 1) se-
leccionar un sustrato para la produccién de Gi. gi-
gantea; 2) evaluar la capacidad de Gi.gigantea para
colonizar y producir esporas en sustratos hechos con
base en mezclas de bonote, piedra pémez y tezont-
le; 3) comparar el uso del bonote de coco (fibroso y
granular) en mezclas con piedra pémez y tezontle en
tres tamafios de particulas en la produccién esporas
de Gi. Gigantea; 4) estudiar en secciones delgadas la
interaccidn sustrato-raiz-esporas en diferentes sustra-
tos de propagacién de Gi. gigantea. Con los resulta-
dos se espera sugerir un sustrato alternativo a la turba
de menor costo, pero que permita la propagacién de
Gi. Gigantea, definir el uso de los dos tipos de bonote
de coco disponibles en el mercado, asi como mostrar
evidencias de la interaccién rafz-hongo por influencia
del tipo de sustrato.

MATERIALES Y METODOS
Preparacién del inéculo madre

Gigaspora gigantea es la especie tipo del género Gigaspora.
Sus esporas se caracterizan por su gran tamafo (entre 200 y 600
um, en promedio 324 um (n=110), pero puede alcanzar hasta
812 um de didmetro) y su color amarillo verdoso (Blaszkowski,

2014). El inoculo micorrizico de Gi. gigantea se propagé durante

and chemical properties of the growing media used
in the production of inoculants and the interaction
between the particles of the growing media with the
root and the mycorrhizal structures. Based on this,
the hypothesis was that the growing media with
different granulometry that affect plant growth also
influence production of mycorrhizal propagules
(colonized roots and number of spores) during the
production of an inoculant.

For this study the mycorrhizal fungus Gigaspora
gigantea was selected because it belongs to a little
studied family (Gigasporacea), which differs in
structure and function from the more common
genus Glomus. Species of Gigaspora respond more to
disturbances due to the large size of their spores (200
to 600 um), to the fertility levels of N and B, to the
enrichment of CO, in the soil and the colonization
within and outside of the root varies widely compared
to other mycorrhizal genera (Johnson, 2010).

The objectives of the present study were: 1) to
select a growing medium for the production of Gi.
gigantea; 2) to evaluate the capacity of Gi. gigantea to
colonize and produce spores in growing media made
with mixtures of coconut coir, pumice and tezontle;
3) to compare the use of coconut coir (fibrous and
granular) in mixtures with pumice and tezontle in
three particle sizes in the spore production of Gi.
gigantea; 4) to study the interaction growing medium-
root-spores in different mixtures of propagation of
Gi. gigantea in thin sections. From the results, it is
expected to suggest an alternative growing medium
to peat that is more economical, but which permits
the propagation of Gi. gigantea, to define the use of
the two types of coconut coir available in the market,
and to show evidence of the interaction of root-
fungus from the influence of the type of growing
media.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of the mother inoculum

Gigaspora gigantea is the species type of the genus Gigaspora.
Its spores are characterized by their large size (between 200 and
600 pum), average 324 um (n=110), but may reach 812 pm
diameter) and its greenish yellow color (Blaszkowski, 2014). The
mycorrhizal inoculum of Gi. gigantea was propagated for three
months in pots with sorghum plants (Sorghum bicolor L.) and

dwarf cempastchil (Zagetes erecta L.) as host plants. Sterile sand
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tres meses en macetas con plantas de sorgo (Sorghum bicolor L.)
y cempastchil enano (Zagetes erecta L.) como plantas hospederas.
Arena estéril se us6 como sustrato. Las plantas se regaron cada
tercer dia con solucién nutritiva Hoagland baja en fésforo [20
UM]. Después de ese tiempo, las plantas hospederas se dejaron

de regar para propiciar la esporulacién del hongo.
Preparacion de los sustratos

Los sustratos se prepararon con base en tres granulometrias
(<0.6 mm, 0.6-1 mm y 1-2 mm) de bonote de coco fibroso (Bf)
y granular (Bg), y se mezclaron en proporcién 3:1 con tezont-
le (T) o piedra pémez (P), respectivamente. Esta granulometria
se selecciond con base en informacién obtenida por Anicua ez
al. (2009) y Herndndez-Escobar (2009), quienes seleccionaron
granulometria entre 1 y 2 mm o mayor a ésta. En el presente
estudio se decidié comparar con tamafios de particula menores.
El sustrato Bg:P:T se prepar6 con granulometria de 1-2 mm y en
proporcién 6:1:1. La mezcla con turba, agrolita y vermiculita en
proporcién 2:1:1 se utilizé como tratamiento testigo, por ser la
turba uno de los sustratos comtinmente usados en las primeras
etapas de desarrollo de plantas de interés horticola y ornamental
(Arenas y Vavrina, 2002). Los sustratos experimentales fueron
12: BET, BE:P, Bg:T, Bg:P (<0.6 mm y 0.6-1 mm), BT, BE:P,
Bg:P:T (1-2 mm) y Tur:A:V a granel. Los sustratos se esteriliza-
ron 1 ha121°C, 15 Lb de presién, y después se airearon 24 h.
En cada sustrato se evaluaron la densidad aparente y real (segtiin
Ansorena, 1994) y se calculé el espacio poroso total y la curva de
retencién de humedad después de 24 h (de Boodt et al., 1974).
El pH se determiné con un potenciémetro Orion research mo-
delo 601 digital 101 Analizer y la conductividad eléctrica (CE)

con un conductimetro modelo 09-325-360 Fisher Brand®.
Diseno del experimento

El experimento se establecié con los 12 sustratos, los cua-
les se inocularon con 401 esporas por maceta (250 mL) en la
siembra de lechuga (Lactuca sativa var. King Henry) como planta
hospedera (una semilla por maceta). Las plantas se mantuvieron
75 d y diariamente se regaron con solucién nutritiva Hoagland
baja en fésforo [20 #M]. Cada tratamiento tuvo cuatro repeti-
ciones y el disefio fue completamente al azar. Las variables de
respuesta fueron: porcentaje de colonizacién micorrizica total
por el método descrito por Koske y Gemma (1989); después del
clareo y tincién de las raices por la técnica de Phillips y Hayman
(1970). El nimero total de esporas por gramo de sustrato seco
se conté después de su extraccién por el método de Gerdemann
y Nicolson (1963). Se determing el peso seco de la parte aérea y

de la rafz, y volumen radical. El experimento se desarrollé entre
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was used as growing medium. The plants were watered every
third day with Hoagland nutritive solution low in phosphorus
[20 uM]. After this time, the host plants were not watered in

order to propitiate the sporulation of the fungus.
Preparation of the growing media

The growing media were prepared based on three
granulometries (<0.6 mm, 0.6-1 mm, and 1.2 mm) of fibrous
(Fc) and granular coconut coir (Gc), mixed in a ratio of 3:1 with
tezontle (T) or pumice (P), respectively. This granulometry was
selected based on information obtained by Anicua ez a/. (2009)
and Herndndez-Escobar (2009), who selected granulometry
between 1 and 2 mm or larger. In the present study it was
decided to compare with smaller particle sizes. The Ge:P:T
mixture was prepared with granulometry of 1-2 mm and in
a 6:1:1 ratio. The mixture with peat, agrolite and vermiculite
in a 2:1:1 ratio was used as control treatment because peat is
one of the growing media commonly used in the first stages of
development of plants of horticultural and ornamental interest
(Arenas and Vavrina, 2002). The experimental growing media
were 12: Fc:T, Fc:P, GaT, Ge:P (<0.6 mm and 0.6-1 mm),
FcT, FaB Gea:P:T (1-2 mm) and Pe:A:V in bulk. They were
sterilized 1 h at 121 °C, 15 Lb of pressure, after which they were
left to aerate for 24 h. In each growing medium apparent and
real density were evaluated (according to Ansorena, 1994) and
total porous space and moisture retention curve were calculated
after 24 h (de Boodt ez al, 1974). The pH was determined
with an Orion research potentiometer model 601 digital 101
analyzer, and electrical conductivity (EC) with a Fisher Brand’
conductimeter model 09-325-360.

Experimental design

The experiment was established with 12 growing media,
which were inoculated with 40=%1 spores per pot (250 mL) in
the lettuce crop (Lactuca sativa var. King Henry) as host plant
(one seed per pot). The plants were grown for 75 d and watered
daily with Hoagland nutritive solution low in phosphorus [20
uM]. Each treatment had four replicates and the design was
completely randomized. The response variables were: percentage
of total mycorrhizal colonization by the method described
by Koske and Gemma (1989); after clearing and staining of
the roots by the technique described by Phillips and Hayman
(1970). The total number of spores was counted per gram of
dry growing medium after their extraction by the method of
Gerdemann and Nicolson (1963). Aerial and root dry biomass,
and radical volume were determined. The experiment was carried

out between July and October of 2011 in a greenhouse (average
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julio y octubre de 2011 en invernadero (temperatura promedio
21 °C e intensidad luminosa de 5820.05 Wem™?) en el Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México.

Anilisis micromorfolégico

Para el andlisis micromorfolégico y de imdgenes se usé una
repeticién de cada tratamiento. Las macetas inalteradas con
sustrato y raices se secaron al aire y se impregnaron con resina
poliéster insaturada y monémero de estireno en proporcién 7:3
(Murphy, 1986). Las secciones delgadas se prepararon y en cada
una se tomaron seis microfotografias con objetivo de 2X (0.6x
1 mm) en un microscopio petrografico marca Olympus® bajo luz
polarizada plana y cruzada. Las imdgenes se procesaron con el
programa Image-Pro Plus, versién 5.0 para cuantificar la porosi-
dad. Los rasgos morfolégicos se escribieron de acuerdo al Manual
de Bullock ez a/. (1985) enfatizando la porosidad (dentro y entre

particulas), distribucién de esporas y sistema radical de planta.
Andlisis de datos

Los datos se analizaron con estadisticos descriptivos, diagra-
mas de crecimiento, ANDEVA (p=<0.05) y comparacion de me-
dias con la prueba de Tukey (p=<0.05). Todas las variables fueron
sometidas a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (a=0.05).
Sélo el porcentaje de esporas no presentd una distribucién nor-
mal, por lo cual los datos se transformaron a través de logaritmos
naturales (In), los datos transformados se sometieron a la prueba
Shapiro-Wilk (@=0.05) y fue aceptado el requisito de homoce-
dasticidad para realizar el ANDEVA.

RESULTADOS Y DISCUSION
Propiedades fisicas y quimicas de los sustratos

Tur:A:V a granel present6 el pH mds bajo (5.3).
La conductividad eléctrica fluctué de 56.9 a 165.8
y Bg:P:T 1-2 mm tuvo valor menor. Los sustratos
con granulometria <0.6 mm y 0.6-1 mm, excepto de
Bg:P, presentaron la densidad aparente mds alta. Bf:P
y BET (1-2 mm), y Tur:A:V a granel tuvieron me-
nor densidad real en contraste con Bf:T, Bg:P, Bg:T,
Bg:P (<0.6 mm y 0.6-1 mm), que tuvieron los valo-
res mds altos. El sustrato con mayor espacio poroso
total (EPT) fue Bf:P 1-2 mm, mientras que los de
menor EPT fueron Bf:P y Bg:P (<0.6) y Tur:A:V a
granel (Cuadro 1). Gutiérrez-Castorena ez al. (2011)
reportaron propiedades fisicas y quimicas similares a
las observadas en este estudio. En la literatura revisada

temperature 21 °C and light intensity of 5820.05 Wem™) at
the Colegio de Postgraduados, Montecillo Campus, Estado de

México.
Micromorphological analysis

A replicate of each treatment was used for the
micromorphological and image analyses. Unaltered pots with
growing media and roots were air dried and impregnated with
unsaturated polyester resin and styrene monomer in a 7:3 ratio
(Murphy, 1986). Thin sections of the growing media were
prepared and six microphotographs were taken for each of them
with objective of 2X (0.6x1 mm) in an Olympus® petrographic
microscope under plane and crossed polarized light. Porosity
was quantified in the images using the program Image-Pro Plus,
version 5.0. Morphology features were described following the
manual of Bullock e 4l (1985) emphasizing porosity (inter
and intra particles), spore distribution pattern and radical plat

system.
Analysis of data

The data were analyzed with descriptive statistics, growth
diagrams, ANOVA (p=<0.05) and comparison of means with the
Tukey test (p=<0.05). All of the variables were subjected to the
normality test of Shapiro-Wilk (=0.05). Only the percentage
of spores did not present a normal distribution; therefore the
data were transformed by mean of natural logarithms (nl). Then
the transformed data were subjected to the test of Shapiro-Wilk
(@=0.05) and the homocedasticity requisite was accepted to carry

out the ANOVA.
RESULTS AND DiISCUSSION

Physical and chemical properties
of the growing media

Pe:A:V in bulk presented the lowest pH (5.3).
Electric conductivity fluctuated from 56.9 to 165.8
and Gc:P:T 1-2 mm showed the lowest value. The
growing media with granulometry <0.6 mm and 0.6-
1 mm, except of Ge:P, presented the highest apparent
density. Fc:P and FoT (1-2 mm), and Pe:A:V in
bulk had lower real density in contrast to Fc:T, Ge:P,
GcT, Ge:P (<0.6 mm and 0.6-1 mm), which showed
the highest values. The growing medium with the
highest total porous space (TPS) was Fc:P 1-2 mm,
while these with the lowest TPS were Fc:P and Gc:P
(<0.6 mm) and Pe:A:V in bulk (Table 1). Gutiérrez-
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Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los sustratos.
Table 1. Physical and chemical characteristics of the growing media.

Tamano S H Da Dr EPT

particula ustrato P umhoscm™! gem™ gem™? %

< 0.6 mm BE:T 6.9 (0.33) 148.3 (4.10) 0.6 (0.01) 2.5(0.01) 80.9 (0.7)
Bg: T 6.7 (0.16) 155.7 (12.3) 0.5 (0.01) 2.5 (0.06) 82.6 (0.4)
Bf:P 6.5 (0.14) 141.4 (27.2) 0.5 (0.01) 1.0 (0.10) 73.7 (1.3)
Bg:P 6.2 (0.15) 165.8 (16.8)  0.4(0.00) 2.5(0.01) 783 (1.0)

0.6-1 mm BET 6.5 (0.27) 150.7 (5.50) 0.4 (0.01) 2.3 (0.01) 84.1 (0.6)
Bg:T 6.4 (0.11) 150.2 (30.4) 0.4 (0.01) 2.7 (0.10) 82.0(0.7)
BEP 6.3 (0.19) 147.7 (27.0)  04(0.01) 22(0.01)  82.7(0.1)
Bg:P 6.3 (0.15) 124.6 (17.0) 0.5 (0.01) 2.2 (0.06) 81.6 (0.46)

1-2 mm BET 6.2 (0.35) 1587 (20.0)  0.2(0.01)  24(0.09)  86.1(0.6)
Bf:P 6.2 (0.12) 137.0 (23.0) 0.2 (0.01) 2.1(0.11) 91.1 (0.5)
Bg:P:T 6.2 (0.01) 56.9 (7.1) 0.4 (0.39) 2.4 (0.03) 83.8 (0.2)

A granel Tur:A:V 5.3 (0.04) 108.2 (6.3) 0.2 (0.01) 1.2 (0.12) 78.9 (1.91)
DMS 0.784 73.455 0.042 0.353 3.414

'CE: conductividad eléctrica, Da: densidad aparente, Dr: densidad real, EPT: espacio poroso total < EC: electric
conductivity, Ad: apparent density, Rd: real density, TPS: total porous space.
DMS: diferencia minima significativa. Para cada una de estas propiedades en cada sustrato, se presenta el prome-

dio y la desviacién estdndar entre paréntesis, n=3 % LSD: least significant difference. The average and standard

deviation are presented in parenthesis for each one of these properties in each substrate, n = 3.

no se encontraron recomendaciones para la seleccién
de sustratos en la produccién de inoculantes micorri-
zicos que se basen en las propiedades fisicas y quimi-
cas de los mismos.

Los sustratos con granulometria <0.6 mm (Figu-
ra 1A) tuvieron una capacidad menor de retencién
de agua que los de tamano de particula mayor 1-2
mm (Figura 1C). Sin embargo, en los sustratos con
granulometria menor, el agua se retuvo con mayor
fuerza al aumentar la tensién (50 y 100 kpa). Por
tanto, éstos no liberaron el agua fécilmente compa-
rados con los sustratos de granulometria mds alta.
Por el contrario, a mayor tamafo de particula la ca-
pacidad de retener el agua a tensién cero aument6,
pero se perdié con facilidad a las diferentes tensio-
nes (Figuras 1B y 1C). Lo anterior concuerda con
los resultados de Gutiérrez-Castorena et al. (2011),
quienes reportaron que las mezclas Bg:T y Bg:P
(75:25 v:v) con granulometria 1-2 mm, presenta-
ron la mayor capacidad de retencién de humedad
y favorecieron el mejor crecimiento de plantas de

lechuga.
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Castorena et al. (2011) reported similar physical and
chemical properties to these observed in this study.
In the reviewed literature no recommendations were
found for the selection of growing media for the
production of mycorrhizal inoculants based on their
physical and chemical properties.

The growing media with granulometry <0.6 mm
(Figure 1A) had lower water retention capacity than
those of particle size larger than 1-2 mm (Figure
1C). However, in the growing media with smaller
granulometry, the water was retained with greater force
as the tension increased (50 and 100 kpa). Therefore,
they do not release water easily compared to the
growing media of higher granulometry. In contrast,
the larger the particle size, the bigger the capacity to
retain water at zero tension, but it was easily lost at
the different tensions (Figures 1B and 1C). This is
in agreement with the results of Gutiérrez-Castorena
et al. (2011) who reported that the mixtures Ge:'T
and Gc:P (75:25 v:v) with granulometry 1-2 mm,
presented the highest capacity of moisture retention
and favored the best growth of lettuce plants.
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Colonizacién micorrizica y niimero de esporas

El mayor porcentaje de colonizacién micorrizica
se obtuvo en Tur:A:V a granel, Bg:P:T con 1-2 mm
y en los sustratos con tamafo de particula 0.6-1 mm,
en tanto que la menor colonizacién se detecté en la
granulometria < 0.6 mm (Figura 2A). Pocos experi-
mentos han considerado el tamano de particula como
factor relevante en la propagaciéon de HMA, menos
aun han analizado especies de la familia de Gigaspo-
raceae. Con base en los resultados, el menor espacio
poroso y la menor capacidad de retencién de agua
de los sustratos con granulometria mds fina pueden
ser los factores que influencian la menor colonizacién
micorrizica de Gi. gigantea.

La escasa informacién respecto al tamafio de par-
ticula del sustrato se ha obtenido en especies fingicas
anteriormente pertenecientes al género Glomus. Por
ejemplo, Drew ez al. (2003) estudiaron el crecimien-
to de Rhizophagus intraradices (antes Gl. intraradices)
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Figura 1. Capacidad de retencion de humedad en sustratos
de diferente granulometria a diferentes tensiones de
humedad. A) <0.6 mm; B) 0.6-1 mm; C) 1-2 mm.
Bf: bonote fibroso; Bg: bonote granular; T: tezontle;
P: piedra pémez; Tur: turba; A: agrolita; V: vermicu-
lita.

Figure 1. Moisture retention capacity in growing media
of different granulometry at different moisture
tensions. A) <0.6 mm; B) 0.6-1 mm; C) 1-2 mm.
Fc: fibrous coir; Ge: granular coir; T: tezontle; P:
pumice; Pe: peat; A: agrolite; V: vermiculite.

Mycorrhizal colonization and number of spores

The highest percentage of  mycorrhizal
colonization was obtained in Pe:A:V in bulk,
Gc:P:T with 1-2 mm and in the growing medium
with particle size of 0.6-1mm, whereas the lowest
colonization was detected in the granulometry <0.6
mm (Figure 2A). Few experiments have considered
particle size as a relevant factor in the propagation of
AME, even fewer have analyzed species of the family
of Gigasporaceae. Based on the results, the lower
porous space and the lower water retention capacity
of the growing media with finer granulometry
may be the factors that influence low mycorrhizal
colonization of Gi. gigantea.

The little information regarding particle size
of the growing media has been gathered in fungal
species previously belonging to the genus Glomus.
For example, Drew et al. (2003) studied the growth
of Rhizophagus intraradices (formetly Gl. intraradices)
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Figura 2. A) Porcentaje de colonizacién micorrizica total; B) nimero de esporas de Gigaspora gigantea en los sustratos con
diferente granulometria; Bf: bonote fibroso; Bg: bonote granular; T: tezontle; P: piedra pémez; Tur: turba; A: agrolita;
V: vermiculita Se muestran promedios y desviacién estindar, n=4.

Figure 2.

A) Percentage of total mycorrhizal colonization; B) number of spores of Gigaspora gigantea in the growing media with

different granulometry. Fc: fibrous coir; Ge: granular coir; T: tezontle (volcanic scoria); P: pumice; Pe: peat; A: agrolite;
V: vermiculite. Average and standard deviation are shown, n=4.

y Funneliformis mosseae (antes Gl. mosseae) en are-
na con diferentes tamafios de particula (0.10, 0.38
y 0.26 mm). Esos autores no observaron diferencia
en la cantidad de hifas externas de £ mosseae entre
los tres tamafios de particula del sustrato, pero con
R. intraradices se produjo mayor cantidad de hifas
externas en el sustrato de 0.10 mm de tamafo de
particula. Gaur y Andholeya (2000) compararon el
efecto del tamano de particula de arena (1.70-0.78
mm, 0.50-0.78 mm, 0.50-0.25 mm y < 0.25 mm)
en la produccién de esporas y porcentaje de colo-
nizacioén de R. intraradices en plantas de maiz. Esos
autores obtuvieron la mayor produccién de esporas
y alto porcentaje de colonizacién en particulas con
didmetro 0.50-0.78 mm lo cual atribuyeron a mayor
aeracién y drenaje que propiciaron mayor crecimien-
to radical. Gonzilez-Chdvez et a/. (2000) observaron
que el sustrato a granel suelo:bonote de coco (1:2
v:v) presentd la mayor retencién de humedad de siete
sustratos probados en el crecimiento de plantulas de
naranjo (135 d después de la inoculacién) y éste pro-
picié mayor colonizacién micorrizica de Glomus sp.

Zac-19 (37 %-80 %).
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and Funnneliformis mosseae (formetly Gl. mosseae) in
sand with different particle sizes (0.10, 0.38 and 0.26
mm). Those authors did not observe difference in
the amount of external hyphae of £ mosseae among
the three particle sizes of the growing medium,
but with R. intraradices there was a larger amount
of external hyphae in the growing medium of
particle size 0.10 mm. Gaur and Andholeya (2000)
compared the effect of sand particle size (1.70-0.78
mm, 0.50-0.78 mm, 0.50-0.25 mm and <0.25 mm)
in spore production and colonization percent of R.
intraradices in corn plants. Those authors obtained
the highest spore production and high percent of
colonization in particles with diameter of 0.50-0.78
mm and attributed the effect to greater aeration and
drainage; which propitiated greater radical growth.
Gonzilez-Chivez et al. (2000) observed that the
bulk mixture soil:coconut coir (1:2 v/v) presented
the highest moisture retention of seven growing
media tested in seedling growth of orange (135 d
after inoculation) and was the one that propitiated
the highest mycorrhizal colonization of Glomus sp.
Zac-19 (37 %-80 9%).
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El mayor nimero significativo de esporas se ob-
tuvo en la mezcla a granel de Tur:A:V, seguido por
Bg:P:T 1-2 mm, mientras que el menor nimero de
esporas correspondid a los sustratos con granulome-
tria igual o inferior a 0.6-1 mm (Figura 2B). En la
literatura revisada no hay investigaciones relaciona-
das al tamafo de particula y la produccién de esporas
en especies de la familia Gigasporaceae. Sin embargo,
debido a que el tamafo de esporas de Gi. gigantea
puede ser de hasta 800 xm, los sustratos con granu-
lometria fina pueden representar un factor restrictivo
para la esporulacién de este hongo, porque el espacio
poroso y la retencién de agua son bajos.

Respecto al tiempo de esporulacién de Gigaspora,
Douds ez 2/. (1998) usaron como sustrato una mezcla
de arena:vermiculita:arcilla (1:1:1 v/v), para propagar
Gi. margarita en dos variedades de Medicago sativa L.
(Gilboa y Moapa) y Paspalum notatum. Después de
cinco meses de propagacion, en M. sativa var. Gilboa
se produjeron 175 esporas, 52 con la var. Moapa y
1659 con P notatum en 43 cm?® de sustrato, lo cual
muestra el periodo largo requerido para que Gi. mar-
garita produjera esporas. Santos ez al. (2000) usaron
una mezcla de suelo y arena (1:1 v/v) para propagar
hongos de Gi. margarita y Rhizophagus clarus (an-
tes Glomus clarum) con Brachiaria decumbens como
planta hospedera. Después de 150 d ellos obtuvieron
49 y 430 esporas por gramo de sustrato, respectiva-
mente, lo cual muestra que la velocidad de esporula-
cién de Gigaspora con relacién a Glomus es mas lenta
y esto también es afectado por el tipo de sustrato y
por la especie o variedad de planta hospedera utili-
zada.

En la presente investigacion se encontraron 20y 9
esporas en Tur:A:V a granel y Bg:P:T 1-2 mm por g
de sustrato seco en 75 d, respectivamente, lo cual su-
giere que los sustratos estimularon la temprana pro-
duccién de esporas (Figura 2B), porque otra investi-
gacién muestra que especies del género Gigaspora, al
tener esporas de mayor tamafno que Glomus y otros
géneros de HMA, se producen en periodos mayores
a cinco meses (Douds et 2/ 2008). Estos resultados
también mostraron que el tamano de particula y el
tipo de materiales usados para elaborar los sustratos
fueron factores determinantes para este propdsito.
Los resultados son contradictorios a los observados
por Guzmédn-Plazola ez al. (1990), quienes probaron
bonote de coco, solo y en mezcla con suelo, asi como
arena-suelo como tratamiento testigo para propiciar

The significant higher number of spores was
obtained in the bulk mixture of Pe:A:V, followed by
Gc:P:T 1-2 mm, while the lowest number of spores
corresponded to these with granulometries equal
to or smaller than 0.6-1 mm (Figure 2B). In the
reviewed literature there are no studies that are related
to particle size and spore production in species of
the family Gigasporaceae. However, because the size
of spores of Gi. gigantea can be up to 800 pm, the
growing media with fine granulometry may represent
a restrictive factor for the sporulation of this fungus,
due to the fact that porous space and water retention
are low.

In relation to the time of sporulation of
Gigaspora, Douds et al. (1998) used a mixture of
sand:vermiculite:clay (1:1:1 v/v) to propagate Gi.
margarita in two varieties of Medicago sativa L.
(Gilboa and Moapa) and Paspalum notatum. After five
months of propagation, in M. sativa var. Gilboa 175
spores were produced, 52 with var. Moapa and 1659
with P notatum in 43 cm’ of growing medium, which
shows the long period required for Gi. margarita to
produce spores. Santos ez al. (2000) used a mixture
of soil and sand (1:1 v/v) to propagate fungi of Gi.
margarita and Rhbizophagus clarus (formerly Glomus
clarum) with Brachiaria decumbens as host plant.
After 150 d they obtained 49 and 430 spores per
gram of growing medium, respectively, which shows
that the slower sporulation velocity of Gigaspora in
comparison to Glomus is also affected both by the
type of growing medium and by the species or variety
of host plant that is used.

In the present study 20 and 9 spores were found
in Pe:A:V in bulk and Gc:P:T 1-2 mm per g of
dry growing medium in 75 d, respectively, which
suggests that the growing media stimulated the early
production of spores (Figure 2B), because other
research showed that species of the genus Gigaspora,
having larger spores than Glomus and other genera of
AME, are produced in periods longer than 5 months
(Douds ez al., 2008). Results also showed that particle
size and the type of materials used in the elaboration
of the growing media were determining factors for
this purpose. These results are contradictory to those
observed by Guzmdn-Plazola er al (1990), who
tested coconut coir, alone and mixed with soil, as
well as sand-soil as control treatment to propitiate
spore production of Glomus sp. and colonization in
Phaseolus vulgaris. Those authors reported that the
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la produccién de esporas de Glomus sp. y colonizacién
en Phaseolus vulgaris. Estos autores reportaron que el
bonote s6lo o en mezcla fue inapropiado para la co-
lonizacién micorrizica (17.5 %) y la produccién de
esporas (52 esporas en 100 mL de sustrato), compa-
rado con el tratamiento testigo (83.5 % en coloniza-
cién y 882 esporas 100 mL™" sustrato). Sin embargo,
estos autores no consideraron el tamano de particula
ni tampoco mezclas de sustratos orgdnicos, como el
bonote de coco, con sustratos inertes o porosos como
piedra pémez o tezontle. La presente investigaciéon
muestra que el bonote de coco en combinacién con
esos componentes resulta en una mezcla que propicia
la propagacién de Gi. gigantea. Gonzilez-Chévez et
al. (2000) usaron siete sustratos a granel en el cre-
cimiento pldntulas de naranjo (135 d después de la
inoculacién), y el sustrato suelo:bonote de coco (1:2
v:v) propicié mayor colonizacién micorrizica de Glo-
mus sp. Zac-19 (37 %-80 %); ademds este sustrato
presenté la mayor retencién de humedad.

Peso seco de la planta y volumen radical

El mayor peso seco de la parte aérea (PSA) se ob-
servé en plantas que crecieron en los sustratos con
granulometria <0.6 mm y Bg:T (0.6-1 mm), mien-
tras que el menor PSA fue con Bf: T y Bf:P con granu-
lometria de 1-2 mm (Figura 3A). La granulometria
mis favorable para el peso seco radical fue <0.6 mm
y 0.6-1 mm, excepto en los sustratos Bg:P <0.6 mm
y BET y Bg:P ( 0.6-1 mm), los cuales fueron simi-
lares estadisticamente (Figura 3B). Los tamanos de
particula que favorecieron mayor volumen radical de
la planta fueron <0.6 mm y 0.6-1 mm con excepcién
de los sustratos Bg:P <0.6 mm y Bf:T 0.6-1 mm los
cuales fueron similares a Bg:P:T 1-2 mm y Tur:A:V
a granel. Los valores mds bajos de volumen radical
correspondieron a Bf: T y Bf:P, ambos con tamano de
particula de 1-2 mm (Figura 3C).

El porcentaje de colonizacién micorrizica no se
relaciona con el crecimiento de la planta y el sustrato
influencia la respuesta de la inoculacién micorrizica
en la planta (Gonzdlez-Chévez et al., 2000). Por tan-
to, el sustrato es un factor relevante que influencia en
forma independiente el crecimiento de la planta y la
propagacion de los hongos.
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coir alone or mixed was inappropriate for mycorrhizal
colonization (17.5 %) and spore production (52
spores in 100 mL of substrate), compared with the
control treatment, which had 83.5 % colonization
and 882 spores 100 mL™' growing medium.
However, those authors did not consider particle
size, nor organic substrate mixtures, such as coconut
coir, inert and porous materials such as pumice or
tezontle. The present research shows that coconut
coir in combination with these components results in
a mixture that allows the propagation of Gi. gigantea.
Gonzélez-Chdvez et al. (2000) used seven growing
media in bulk that in the growth of orange seedlings
(135 d after inoculation), and soil:coconut coir (1:2
v:v) propitiated the highest mycorrhizal colonization
of Glomus sp. Zac-19 (37 %-80 %); besides, this
growing medium presented the highest moisture
retention.

Plant dry weight and radical volume

The highest aerial dry biomass (ADB) was
observed in the plants that grew in the growing media
with granulometry <0.6 mm and Gc:T (0.6-1 mm),
whereas the lowest ADB were shown by Fc:T and
Fc:P with granulometry of 1-2 mm (Figure 3A). The
most favorable granulometry for radical dry weight
was <0.6 mm and 0.6-1 mm, except in the growing
media Gc:P <0.6 mm and Fc:T and Gc:P (0.6-1
mm), which were statistically similar (Figure 3B).
The particle sizes that favored greater radical volume
of the plant were <0.6 mm and 0.6-1 mm with the
exception of the growing media Ge:P <0.6 mm and
Fc:T 0.6-1 mm; which were similar to Ge:P:T 1-2
mm and Pe:A:V in bulk. The lowest values of radical
volume corresponded to Fc:'T and Fc:P, both with
particle size of 1-2 mm (Figure 3C).

The percentage of mycorrhizal colonization is not
related to plant growth and the growing medium
influences the response of mycorrhizal colonization
in the plant (Gonzdlez-Chdvez et al, 2000).
Therefore, the growing medium is a relevant factor
that independently influences plant growth and the
propagation of the fungi.
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Figura 3. Variables de respuesta de las plintulas de lechuga inoculadas con Gigaspora gigantea en sustratos con diferente granulo-
metria. A) peso seco de la parte aérea; B) peso seco de la raiz; C) volumen radical. Bf: bonote fibroso; Bg: bonote granu-
lar; P: piedra pémez; T: tezontle; Tur: turba; A: agrolita; V: vermiculita. Se muestran promedios y desviacién estindar,

n=4.

Figure 3. Response variables of lettuce seedlings inoculated with Gigaspora gigantea in growing media with different
granulometry. A) dry weight of aerial part; B) dry weight of root; C) radical volume: Fc: fibrous coir; Ge: granular coir;

P: pumice; T: tezontle; Pe: peat; A: agrolite; V: vermiculite; Averages and standard deviation are shown, n=4.

Andlisis micromorfolégico de los sustratos
inoculados con Gigaspora gigantea

En los diferentes sustratos, el acomodo y distri-
bucién de particulas, asi como el espacio poroso,
presentaron variaciones debidas principalmente al
tamano de particula. Lo anterior propicié diferencias
en la capacidad de aireacién, retencién de humedad
y, por tanto, en la presencia y distribucién de raices y
estructuras micorrizicas externas (Figura 4).

Micromorphological analysis of the substrates
inoculated with Gigaspora gigantea

In the different growing media, the
accommodation and distribution of particles, as well
as porous space, presented variations mainly due
to particle size. This propitiated differences in the
aeration capacity, moisture retention and therefore,
in the presence and distribution of roots and external
mycorrhizal structures (Figure 4).
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Figura 4. Distribucién de particulas de los sustratos inoculados con Gigaspora gigantea relacionadas con raices de lechuga.
A) Bf: T< 0.6 mm; B) Bg: T 0.6-1 mm; C) Bf: T 1-2; D) Bf: P 1-2 mm. Los circulos representan la ubicacién y porcentaje
del espacio poroso en las secciones delgadas de los sustratos.

Figure 4. Distribution of particles of the growing media inoculated with Gigaspora gigantea related to lettuce roots. A) Fc:T <0.6
mm; B) Ge: T 0.6-1 mm; C) Fc: T 1-2; D) Fc: P 1-2 mm. The circles represent the location and percent of porous space

in the thin sections of the growing media.

Gutiérrez-Castorena ez al. (2011) reportaron que
para el bonote granular con tamafo de particula 1-2
mm, la retencién de humedad disminuye cuando
se mezcla con componentes inorgdnicos como P y
T, contribuyendo también al incremento en espacio
poroso. Ademds reportaron que cuando hubo mayor
proporcién del componente orgdnico se formaron
poros de empaquetamiento compuesto, los cuales
tienen capacidad para retener agua y nutrimentos.

En la presente investigacién fue notable el efecto
de la raiz para modificar estructura de los sustratos
con tamafo de particula <0.6 mm. La raiz propicié
el incremento en el espacio poroso (macroporos) in-
dependientemente del tipo de bonote de coco em-
pleado (Figura 4A). También influencié la agregacién
de las particulas en conglomerados, lo que propicia
retencién de agua. Los sustratos con granulometria
0.6-1 mm formaron poros de empaquetamiento
complejo, mds abiertos que en los de <0.6 mm, lo
que favorecio la colonizacién en las raices de lechuga,
pero no la formacién de esporas (Figura 4B).

Los sustratos con base en Bf con granulometria
de 1-2 mm (Figura 4C y 4D) presentaron el mayor
espacio poroso: Bf: T (44 %-70 %), Bf: P (49%-64 %),
y menor capacidad de retencién de humedad y la
raiz no influyé en el espacio poroso. El tipo de poros
presentes fue de percolacién, lo cual propicié poca
retencién de humedad en estos sustratos en compa-
racién con Bg:P:T; y por tanto, aumento en espacio
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Gutiérrez-Castorena et al. (2011) reported that
for Ge with particle size 1-2 mm, water retention
decreased when mixed with inorganic components
such as P and T, also contributing to the increase in
porous space. They also reported that when there
was a higher proportion of the organic component,
compound packing pores were formed, which had
the capacity to retain water and nutrients.

In the present study the effect of the root was
notable to modify structure of the growing media with
particle size <0.6 cm. The root favored the increment
in the porous space (macropores) independently of
the type of coconut coir employed (Figure 4A). It
also influenced the aggregation of the particles in
conglomerates, which propitiates water retention.
The growing media with granulometry 0.6-1 mm
formed complex packing pores, more open than
in those of <0.6 mm, which positively influenced
the colonization of the lettuce roots, but not spore
formation (Figure 4B).

The growing media based on Fc with granulometry
of 1-2 mm (Figure 4C and 4D) presented the highest
porous space: Fc: T (44 %-70 %) and Fc: P (49 %
-64 %) and lower moisture retention capacity, and
the root did not influence the porous space. The
type of pores present was of percolation, which
propitiated little moisture retention in these growing
media compared to Ge:P:T; therefore, an increase in
porous space, lower development of the host plant,
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poroso, menor desarrollo de la planta hospedera, y
menor porcentaje de colonizacién micorrizica y for-
macién de esporas.

La presencia de esporas en el sustrato Bg:P:T 1-2
mm se relacionéd con poros de empaquetamiento
complejo, rodeadas tanto por las particulas de bonote
(Figura 5C), como por los componentes inorgdnicos
(Figura 5D). Las esporas se ubicaron en la superfi-
cie altamente rugosa del tezontle y quedaron semi-
ocluidas en las vesiculas fracturadas (Figura 6 A, B).
En el anilisis micromorfolégico de Tur:A:V a granel
se observé un adecuado acomodo de particulas que
favorece la colonizacién y formacién de esporas.

La técnica de Gerdemann y Nicolson (1963)
cuantifica el ndmero de esporas libres en el sustra-
to. El andlisis micromorfolégico de Bg:P:T 1-2 mm
muestra que varias esporas de Gi. gigantea se encon-
traron en poros de empaquetamiento complejo (Fi-
gura 5), y también semi-ocluidas en vesiculas frac-
turadas de tezontle (Figura 6). Lo anterior sugiere
que en sustratos orgdnicos o porosos, el nimero de
esporas extraidas por la técnica de tamizado y hime-
do puede subestimarse, al no quedar éstas libres sino

and lower percentage of mycorrhizal colonization
and spore formation.

The presence of spores in the growing medium
Gc:P:T 1-2 mm was related with complex voids,
surrounded by both the coir particles (Figure
5C) and the inorganic components (Figure 5D).
The spores were located on the extremely rough
surface of the volcanic material and remained semi-
occluded in the fractured vesicles (Figure 6A, B).
Micromorphological analysis showed that Pe:A:V
in bulk presented good sorted accommodation of
particles favoring the colonization and formation of
spores.

The technique of Gerdemann and Nicolson
(1963) quantifies the number of free spores in the
growing medium. The micromorphological analysis
of Ge:P:T 1-2 mm shows that various spores of Gi.
gigantea were found, not only in complex packing
voids (Figure 5), but also semi-occluded in fractured
vesicles of volcanic material (Figure 6). The above
suggests that in organic or porous substrates, the
number of spores extracted by the wet sieving
technique may be underestimated, given that they do

Figura 5. Esporas de Gigaspora gigantea en Tur:A:V a granel relacionadas con particulas del sustrato (A), y raices en Tur:A:V (B),
entre particulas de bonote en Bg:P:T 1-2 mm (C), y particulas inorgdnicas en Bg:P:T 1-2 mm (D).
Figure 5. Spores of Gigaspora gigantea in Pe:A:V in bulk related to particles of the growing media (A), and roots in Pe:A:V (B),
among particles of coir in Gc:P:T 1-2 mm (C), and inorganic particles in G¢:P:T 1-2 mm (D).
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Figura 6. Secciones delgadas que muestran esporas de Gigaspora gigantea relacionadas con poros vesicula fracturados de particu-
las de tezontle en Bg:P:T 1-2 mm (A, B). Muestras observadas con luz cruzada de un microscopio petrogrifico.

Figure 6. Thin sections that show spores of Gigaspora gigantea related to pores of fractured vesicles of volcanic scoria particles in
Gc:P:T 1-2 mm (A, B). Samples observed with crossed light of a petrographic microscope.

atrapadas en las particulas del sustrato. La diferencia
entre el nimero de esporas por gramo de sustrato en
Bg:T.P 1-2 mm y Tur:A:V a granel fue £11. Es posi-
ble que el nimero de esporas en Bg:P:T 1-2 mm sea
mayor debido a que la esporulacién se produjo en
las particulas de tezontle. Asi, ademds de los factores
tamano de particula y tipo de sustrato, las propieda-
des fisicas y quimicas de los sustratos influencian la
propagacion de estos hongos en la raiz de la planta y
en el suelo. Por tanto, se debe estudiar la perspectiva
estequiométrica de los flujos de C, N, P en el sus-
trato que favorezcan la comunicacién a través de las
diferentes escalas de evaluacién para entender mejor
el manejo de estos hongos benéficos para el suelo y la
planta (Johnson, 2010).

El sustrato Bg:P:T (1-2 mm) es de interés para es-
tudiar la produccién de inoculante de otros géneros y
especies de hongos micorrizico arbusculares, porque
sus componentes econémicos y ficil adquisicién lo
ubican como un sustrato potencial para la propaga-
cién de inoculantes micorrizicos.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran la necesidad de seleccio-
nar sustratos para la propagacién de hongos mico-
rrizicos como Gigaspora gigantea. Los sustratos con
granulometria < 0.6 mm favorecieron el desarrollo
de las plantas de lechuga, pero no la colonizacién
micorrizica o la formacién de esporas. Los sustratos
con granulometria de 0.6-1 mm promovieron la
mayor colonizacién micorrizica, junto con Bg:P:T
(1-2 mm) y Tur:A:V a granel, pero no la produccién
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not remain free in the growing medium, but rather
trapped in the particles of it. The difference between
the number of spores per gram of growing medium
in Ge:T:P 1-2 mm and Pe:A:V in bulk was *11. It
is possible that the number of spores in Ge:P:T 1-2
mm is higher due to the fact that sporulation was
produced in the volcanic scoria particles. Thus, along
with the factors of particle size and growing media
type, the physical and chemical properties of these
influence the propagation of these fungi in the plant
root and in the soil. Therefore, it should be studied
the stoichiometric perspective of the flows of C, N
and P in the substrate which favor communication
through the different evaluation scales to better
understand the management of these fungi which are
beneficial for soil and plant (Johnson, 2010).

The substrate Gc:P:T (1-2 mm) is of interest
for the study of inoculants production of other
genera and species of arbuscular mycorrhizal fungi,
because its economical components and availability
make it a potential substrate for the propagation of
mycorrhyzal inoculants.

CONCLUSIONS

The results show the need to select growing
media for the propagation of mycorrhizal fungi
such as Gigaspora gigantea. The growing media with
granulometry <0.6 mm favored the development
of lettuce plants, but not mycorrhyzal colonization
or spore formation. The growing media with
granulometry of 0.6-1 mm promoted higher
mycorrhizal colonization, along with Ge:P:T (1-2
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de esporas. Bg:P:T 1-2 mm favorecié la colonizacién
micorrizica y la produccién de esporas; en este sustra-
to, hay una posible subestimacién en la produccién
de esporas, porque algunas se encontraron en las vesi-
culas fracturadas de particulas de tezontle. Tur:A:V a
granel propici6 un peso seco menor de la parte aérea
y raiz asi como volumen radical, pero favorecié mds
la colonizacién micorrizica y el mayor niimero de es-
poras. Bg:P:T 1-2 se podria usar para la produccién
de inoculante de Gi. gigantea porque sus componen-
tes son de fécil adquisicién y econdémicos, y reduce la
explotacién de recursos naturales como la turba.
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