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Introduccion

Las malas practicas en la produccién agricola causan la pérdida
de suelo, lugar donde estan los nutrientes y la materia organica
necesarios para el crecimiento de las plantas. Esto ha generado
la reduccion de calidad y capacidad productiva del suelo, y un
continuo desbalance de nutrientes, cuya consecuencia es la baja
competitividad y sostenibilidad de los sistemas productivos.

Este manual es producto del trabajo de investigacion realizado por
un equipo interdisciplinario de profesionales comprometidos con
el desarrollo agropecuario y manejo sostenible del suelo del pais.
El propésito es mejorar la capacidad productiva de los cultivos
mediante alternativas tecnologicas como el uso de hongos forma-
dores de micorrizas arbusculares (HFMA) desde etapas tempranas
de desarrollo (en vivero).

Los HFMA se asocian con el 71 % de las plantas terrestres de
forma natural (Brundrett & Tedersoo, 2018), juegan un papel
importante en la nutriciéon de las plantas, ya que optimizan
su capacidad de absorcién de agua y nutrientes, mejoran la
calidad de los suelos al influir sobre su estructura y, por todo
esto, contribuyen a la salud de las plantas (Rouphael et al., 2015;
Thirkell et al., 2017). En etapas tempranas del cultivo, durante la
formacion de raices, las micorrizas (asociacion entre HFMA y la
raiz de la planta) permiten un mejor y mas rapido crecimiento,
lo que favorece el desarrollo y vigor de las plantas, asi como
su capacidad de adaptacion a un sitio definitivo, lo cual se ve
reflejado en el aumento de la produccion y rendimiento de
los cultivos. Los estudios realizados sobre los HFMA en las
dos ultimas décadas sugieren multiples beneficios tanto para
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la salud del suelo como para la productividad de los cultivos
(Begum et al., 2019; Sadhana, 2014). Estos hongos optimizan la
fertilizacion inorgdnica, ya que permiten la reduccion del uso de
fertilizantes de sintesis quimica hasta en un 50 %, lo cual ahorra
costos de produccion de los cultivos y aumenta la competitividad
y sostenibilidad de los sistemas de produccion.

Este manual presenta a los productores de cafa panelera las
bondades de la tecnologia del uso de los HFMA en etapa de vivero,
sin embargo los conceptos aqui presentados pueden ser aplicados
a otros cultivos de interés agricola. Ademas, incluye conceptos
generales de aislamiento y multiplicaciéon de HFMA, metodolo-
gias de aplicacion en etapas tempranas de desarrollo y formas de
incorporacion practica de esta tecnologia en sistemas productivos

en las fincas.
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{Qué son los hongos
formadores de micorrizas?

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HFMA) son microorganismos que viven en forma
natural en el suelo. Se asocian con el 71 % de las espe-
cies vegetales (Brundrett & Tedersoo, 2018) mediante
una simbiosis en la cual tanto la planta como el hongo
se benefician. El hongo es el mas beneficiado, ya que es
un simbionte obligado, es decir que requiere necesaria-
mente de la planta para poder crecer y multiplicarse.
Su funcién es transportar nutrientes y agua desde el
suelo hasta la planta, especialmente desde sitios afuera
de la zona de agotamiento de nutrientes y de poros
pequenos donde la raiz por si sola no puede ingresar.
El hongo recibe carbohidratos mientras la planta recibe
nutrientes y agua. Esta relacion permite a las plantas
adaptarse mas facilmente a situaciones de estrés bidtico
(enfermedades, plagas) y abidtico (sequia, deficiencia de
nutrientes) (figura 1).

La asociacion de plantas-HFMA, que existe desde
hace mas de 400 millones de afnos, permitié que las
plantas se adaptaran a diversos ecosistemas terres-
tres (Bonfante & Genre, 2008; Remy et al., 1994), lo
cual se refleja en su amplia distribucién geografica
y alta cobertura de especies vegetales asociadas con
HFMA (Harley & Smith, 1983).
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MNutrientes

minerales

Hustracion: Diana Serralde, adaprado de Redecker (s. £)

Figura 1. Asociacién simbidtica entre la planta y el HEMA.

Una planta micorrizada tiene mayor desarrollo de sus raices, pues las hifas del hongo
sirven como una extension, de tal forma que, a través de ellas, la planta puede tomar

nutrientes que estan afuera de su alcance (figura 2).

013)
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Ilustracion: Diana Serralde, adaprada de Antoni Gandia (.

Figura 2. Comparacion de raices no micorrizadas (izquierda) y

micorrizadas (derecha).
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Capitulo Il

Ventajas de las
plantas micorrizadas

A través de las hifas del hongo, que atraviesan la
zona de agotamiento que rodea la raiz, la planta
puede explorar un mayor volumen de suelo. Esto
mejora la absorcion de agua y nutrientes, espe-
cialmente de aquellos que son poco moviles en el
suelo, como el fosforo.

El flujo de nutrientes y agua a través de la hifa
externa del hongo es aproximadamente 1.000 veces
mas rapido que la difusion en el suelo.

Los HEMA promueven la produccion de hormonas
en las plantas que ayudan en su crecimiento y
desarrollo.

Una planta con HFMA (micorrizada) resiste mejor
los ataques de plagas y enfermedades (factores
bidticos), asi como la sequia, deficiencia de
nutrientes, toxicidad por iones y metales pesados,
pH, aluminio, sales, etc. (factores abidticos).

Los HFMA mejoran las condiciones fisicas del
suelo gracias a la produccién de glomalina, una
especie de pegamento que estabiliza y mejora su
estructura por la formacién de agregados que
protegen contra la erosion.

Los HFMA trabajan armoniosamente con otros
microorganismos benéficos del suelo. Incluso,
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mejoran la eficiencia de las plantas, promueven su crecimiento e incrementan la
produccion de exudados de la raiz. Ademads, favorecen el crecimiento de raices e
incrementan la vida util de las absorbentes, pues aquellas micorrizadas persisten
durante mayor tiempo que las no micorrizadas.

o Elusodelos HFMA permite la sustitucion parcial de fertilizantes de sintesis quimica
(cerca del 50%)).

Las fotografias de la figura 3 comparan plantas de cafia con y sin inoculaciéon con
HFMA. Las plantas micorrizadas tienen mayor desarrollo de las hojas y de las raices
que la planta sin HFMA (extremo izquierdo, a).

Fotos: Diana Serralde

Figura 3. Evaluacién de efecto en el desarrollo en hojas y raices de la inoculaciéon con HFMA
en plantas de cafia en vivero. a. Plantas de cafa sin micorrizar; b, ¢ y d. Plantas de cafa
micorrizadas.
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Ciclo de vida de los HFmA

Los HFMA son simbiontes obligados, pues necesitan
el establecimiento de la simbiosis para completar
su ciclo de vida, el cual se divide en dos partes: una
afuera de la raiz de la planta hospedera (extrarradical)
y otra en su interior (intrarradical).

Los propagulos infectivos del hongo, es decir estruc-
turas como esporas e hifas, o raices micorrizadas
al emplear un inoculante, se encuentran afuera
de las raices de las plantas (en el espacio extra-
rradical). La fase simbidtica del ciclo de vida del
HFMA inicia cuando sus propagulos infectivos
entran en contacto con la raiz de la planta y forman
un punto de contacto (apresorio), donde la planta
permite que el hongo entre a su raiz (figura 4).

El hongo crece y se desarrolla adentro y afuera de la
raiz, donde forma una red de micelio (hifas) que le
permite explorar un mayor volumen de suelo para
transportar los nutrientes y el agua que la planta
no alcanza a tomar por si sola. En la raiz, el hongo
crece adentro y afuera de las células y forma varias
estructuras como las vesiculas, que son 6rganos de
almacenamiento de nutrientes, y los arbusculos, que
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son la estructura mas importante, donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes
entre el hongo yla planta. Es alli donde la planta, suministra al hongo carbohidratos
(aztcares) como alimento.

{Per funra da la raz)

’ - INTRArradical .
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Figura 4. Proceso de colonizacion de raices y establecimiento de simbiosis planta-micorrizas.
Microfotografias de estructuras intrarradicales de los HFMA con amplificacion de 40x.
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Capitulo IV

Toma de muestras de suelo para
el aislamiento de los HFrmA

Los HFMA pueden aislarse a partir de una amplia
variedad de plantas. Algunas investigaciones reali-
zadas por Corpoica y AGROSAVIA han permitido
conformar una coleccién de trabajo para conocer mas
sobre estos microorganismos. Para esto se han aislado
esporas nativas de diversos cultivos como arroz, cana
para panela, cacao, caucho, mora, uchuva, mango,
hortalizas, entre otros. La bibliografia de referencia
relacionada con los beneficios y bondades de estos
microorganismos es extensa y aborda desde conceptos
basicos hasta especializados sobre los HFmA. En
Colombia, AGROSAVIA y otras instituciones acadé-
micas y de investigaciéon han obtenido resultados
muy importantes en esta drea. AGROSAVIA tiene a su
cargo el mantenimiento del Banco de Germoplasma
de la Nacién, donde hay una coleccién de microor-
ganismos con potencial biofertilizante, la cual ha
sido consolidada por los investigadores de esta y
otras instituciones, y cuenta con 25 accesiones, de
las cuales 8 fueron incluidas en el banco por investi-
gadores de AGROSAVIA.

El procedimiento para aislar y caracterizar los HFMA
inicia con la toma de muestras de suelo y raices en
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los puntos o cultivos de interés para el estudio. Las muestras deben ser preferible-
mente compuestas por varias submuestras de diferentes puntos del lote y tomadas
entre los 0-30 cm de profundidad. La figura 5 presenta un esquema de las formas mas
adecuadas para tomar muestras de suelos, en forma de X o de W, para obtener una
caracterizacion general del lote o cultivo cuyas caracteristicas microbioldgicas (de
los seres vivos diminutos no visibles al ojo humano) y edaficas (de la composicion
del suelo) se estan evaluando.

Las muestras para aislamiento y caracterizacion de HFMA deben tomarse cerca de la
raiz de las plantas (rizosfera), donde se espera que las esporas sean mas numerosas
que a mayores profundidades, debido al contacto y asociacién con las plantas que
estos hongos necesitan para completar su ciclo de vida.

w

© Punto de muestreo

Tustracion: Andrea Penaranda

Figura 5. Formas adecuadas para realizar la toma de muestras de suelo y raices en campo.

Para la toma de cada una de las submuestras, todas las herramientas que se usen
deben estar limpias: balde para mezclar, barreno, sacabocados, pala, palin o garlancha
y bolsas plasticas. Todas las muestras deben estar debidamente marcadas con los
datos de coleccidn (fecha, localizacion, coordenadas, datos personales del productor,
datos del cultivo, edad, rendimientos, fertilizacion empleada y toda la informacién
necesaria para referenciar la muestra). Al tomar cada submuestra debe limpiarse
la superficie de cada una de las herramientas para eliminar los residuos de materia
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organica y malezas que pueden interferir en el resultado. La muestra se toma en un
hueco cavado en forma de V del tamafio de la pala (como una porcién de pastel)
hasta una profundidad aproximada de 20-30 cm. En lo posible deben eliminarse los
bordes de esta muestra para tomar la parte central y disponerla en un balde donde
se mezclan todas las submuestras de un mismo lote o terreno y se almacenan en una
bolsa sellada, marcada con los datos de coleccion (figura 6).

ey Pérez

ustracion: Marfa Ramirez, Andrea Pefaranda,
1l Marfa R Andrea P d

Diana Serralde y Ur

Figura 6. Toma de muestras en campo. a. Pala o barreno a una profundidad entre 20-30 cm en
forma de V; b. Retirar los bordes de la muestra; c. Mezclar las submuestras de un mismo lote;
d. Guardar en bolsa sellada y marcada.

Se recomienda que las muestras no sean tomadas en sitios donde hay evidencia de
quemas, o zonas con residuos de estiércol, cosecha o abonos. Tampoco se deben
tomar cerca de carreteras o zonas que no sean representativas del lote en estudio.
Las muestras deben ser analizadas de acuerdo con las metodologias estandarizadas
para el conteo (cuantificacidn), identificacion de morfotipos de esporas y porcentaje
de colonizacion. El laboratorio de microbiologia agricola del Centro de Investigacion
Tibaitata de AGrRosAviA (Mosquera, Cundinamarca) cuenta con este servicio, el cual
permitira conocer las caracteristicas generales de los HEMA presentes en un lote
o cultivo determinado, como numero de esporas y porcentaje de colonizaciéon de
raices micorrizadas.
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Técnicas de laboratorio
utilizadas para el analisis de HFmA

Las muestras de suelo colectadas son llevadas al labo-
ratorio para contar las esporas de HFMA presentes
para lo cual se emplea el protocolo disenado para
este fin, basado en la técnica de decantacién himeda
de Gerdemann y Nicolson (1963) (figura 7). Una
vez contado el nimero de esporas presentes en la
muestra, se conoce el estado de la poblacion viable
para HFEMA. Para determinar la biodiversidad y
riqueza de la poblacion es necesario hacer una iden-
tificacién taxonémica o molecular de las esporas
presentes en las muestras, mediante las claves de
Schenck y Pérez (1990); la identificacién molecular
es aiin objeto de estudio para los especialistas en este
tipo de hongos, pues una espora tiene varios nucleos,
lo que hace que la extracciéon de ADN sea bastante
compleja.

Parala determinacion del porcentaje de colonizacion
de raices, se realiza una tincion diferencial con azul
de tripan basada en la técnica de Phillips y Hayman
(1970) (figura 8), la cual permite identificar estruc-
turas de los HEMA como hifas, esporas, vesiculas y
arbusculos adentro de las raices de las plantas. Una
vez procesada la muestra, se hace un montaje en el
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microscopio para determinar el porcentaje de colonizacién de la raiz por parte de
HFMA. Esta informacién permite conocer si hay una asociacion efectiva y si tanto
la planta como el hongo se estan beneficiando de esta simbiosis. Una vez se conoce
el estado de la poblacion de HEMA, se procede a concentrar el contenido de esporas
mediante una multiplicacion escalonada.
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Figura 7. Metodologia empleada para la extraccion de esporas de HFMA para aislamiento y
cuantificacion. a. Pesar 10 g de la muestra de suelo seca y decantar por tamices de diferentes
aperturas (500 pm, 250 pum y 38 um); b. Llevar el residuo del tamiz mas fino (38 um) a un
tubo de 50 ml; c. Aplicar 15 ml de solucién de sacarosa + tween 80; e. Centrifugar a 2.000 rpm
durante cinco minutos; e. Retirar sobrenadante y lavar en tamiz de 38 um; f. Cuantificar en un
estereoscopio el nimero de esporas presentes en la muestra.
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AN RN

Vesiculas

[lustracion: Marfa Ramirez, Andrea Penaranda,
Diana Serralde y Urley Pérez, adaprado de Phillips

y Hayman (1970)

Figura 8. Tincion diferencial de raices micorrizadas. a. Seleccionar muestra de raices secun-
darias; b. Proceso de tincidn, 1. KOH, 2. KOH + H,0,, 3. HCI; 4. Tincién; c. Montaje para
microscopio e identificacion de estructuras y determinacién del porcentaje de colonizacion

de raiz (microfotografias 40x).
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Multiplicacion y
escalamiento de HFrva

A partir de las muestras colectadas en campo, y
de acuerdo con el analisis de nimero de esporas y
porcentaje de colonizacidn, se escogen las muestras
mas representativas y de mejor calidad para iniciar
el escalamiento y produccion de un indculo que
pueda ser empleado como biofertilizante con el obje-
tivo de potenciar el efecto benéfico de la simbiosis.
El proceso de multiplicacién de HFMA es facil y se
puede adaptar a las condiciones de vivero en las
fincas, donde los productores pueden incorporar
esta tecnologia con una baja inversion.

La figura 9 muestra el proceso de multiplicaciéon de
esporas de forma escalonada. Cada planta debe ser
inoculada con al menos 70 esporas de HFMA, por
lo que esta cantidad depende de los resultados de
laboratorio sobre el numero de esporas viables en la
muestra.

El proceso de multiplicaciéon y escalamiento inicia
con la introduccién (inoculacién) de 70 esporas en
las raices de una planta hospedera, también cono-
cida como planta trampa. Esta permitira, mediante
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la simbiosis, que los HEMA completen su ciclo de vida, generen esporas (esporulen) y
aumenten su poblacion.

H Preparacion de sustrato u Inoculacién

b Arena de rio, arena
Suelo Turba cuarcitica o perlita

ﬂ Escalamiento

!
Semilla e

Plantula

E Control de calidad

W\ @

Fotogratfas: Diana Serralde y Urley Pérez

Homogeneizacion e incorporacion de raices

Figura 9. Proceso de multiplicacion y escalamiento de micorrizas arbusculares para produccion
de indculo. a. Preparacion de sustrato, mezcla y solarizacion; b. Inoculacion (70 +esporas por
gramo); ¢. Multiplicacion escalonada (aumento volumen de sustrato); d. Recoleccion del indculo
después de estrés hidrico; e. Control de calidad (cuantificacion de esporas, porcentaje de
colonizacién).

Se recomienda que las plantas trampa sean de especies como lechuga, brachiaria,
trébol, kudzu y sorgo, entre otras, que son de rapido crecimiento para obtener la
multiplicaciéon en menor tiempo.

Un aspecto importante para que la mulplicacion de los HFMA sea mas efectiva es el
material empleado (sustrato). Existen en el mercado diferentes formas de introducir
estos hongos, sin embargo, la mas generalizada es el sustrato sélido. Diferentes mate-
riales pueden ser utilizados: suelo, turba, arena, compost, vermiculita, fibra de coco,
etc. Estos materiales puede usarse solos o mezclados, segtin su disponibilidad, faci-
lidad en la manipulacidn, retenciéon de humedad, precio y estabilidad en el tiempo.
Sin embargo, deben estar libres de contaminantes quimicos y bioldgicos (patdgenos).
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La recomendacion es emplear una mezcla homogénea de suelo, turba y arena de rio o
arena cuarcitica, en proporcion 3:1:2, respectivamente. Los materiales usados deben
esterilizarse para evitar los contaminantes bioldgicos que puedan contener.

Para esterilizar el material en las fincas se recomienda hacer una solarizacién, que
consiste en desinfectar el sustrato por medio del calor generado por el sol, paralo cual
debe estar himedo y ser cubierto con plastico, preferiblemente negro. Este proceso
debe durar minimo 40 dias en zonas de clima frio y 20 dias en zonas de clima calido,
pues consiste en incrementar la temperatura del sustrato, lo cual destruye directa o
indirectamente los posibles contaminantes presentes. La solarizacién es una alter-
nativa viable ambiental y econdmicamente que permite la sustitucion de productos
quimicos para la desinfeccion del suelo.

Una vez el material esté desinfectado, puede iniciar el proceso de multiplicacion
escalonada de los HEMA, que consiste en aumentar paulatinamente la cantidad de
sustrato, dependiendo de los requerimientos de indculo. De esta forma se logra que
en cada paso se mantenga la concentracion de esporas. Asi pues, se inicia con canti-
dades pequenias de sustrato, preferiblemente desde semilleros, y se va aumentando
en bolsas, materas y camas de mayor capacidad.

Cada matera, bolsa o cama de multiplicacion se llena hasta la tercera parte con la
mezcla de sustrato, se humedece, luego se aplica el indculo de micorrizas y se siembra
la planta hospedera a partir de semilla o plantula. Los ensayos se mantienen con
riego aproximadamente por 4-5 meses. Una vez finalizado este tiempo se suspende
el riego de las plantas (estrés hidrico) por aproximadamente 1 mes, con el fin de
aumentar la concentracion de esporas de micorrizas, ya que, al experimentar la falta
de agua, los HEMA se multiplican rdpidamente por supervivencia, lo cual es ideal
para obtener un buen indculo. Un in6culo de buena calidad debe contener al menos
entre 70 y 10 esporas por gramo de sustrato.

Una vez finaliza el periodo de estrés hidrico, se cosechan las plantas trampa, se
descartan hojas y ramas, se recoge todo el sustrato y las raices, las cuales se cortan, y
se mezclan bien junto con el sustrato mediante un tamizado. De esta forma el indculo
tiene un alto contenido de propagulos infectivos: esporas, raices con micelio e hifas
libres. El producto se almacena en bolsas plasticas a temperatura ambiente, y se realiza
un control de calidad del in6culo para el conteo (cuantificacion) de esporas.
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En todos los casos se debe aplicar una delgada capa de indculo con 70 o mas esporas

por gramo de forma tal que las semillas de la planta hospedera deban pasar necesa-

riamente por ella. Por lo anterior, en la medida en que el escalamiento se incrementa,
se debe tener mayor cantidad de indculo disponible.










Capitulo VII

Aplicacion de HFmA en vivero

La aplicacién de HFMA como biofertilizante se puede
efectuar en cualquier momento de desarrollo del
cultivo. Sin embargo, es recomendable que la inocu-
lacién se haga en las primeras etapas de crecimiento
de las plantas, ya que la simbiosis favorece su nutri-
cion. Esto las hace mas robustas y, por lo tanto, mejor
adaptadas para soportar condiciones de estrés, como
cuando son trasplantadas a un sitio definitivo.

La aplicacion de HFMA se debe realizar siempre en
procura de que la semilla o las raices de las plantulas
estén en contacto con el indculo. Cuando la inocu-
lacion se realiza en semillero, se hace una dnica vez
en dosis de 70 esporas por semilla o plantula. En
esta medida, la cantidad de indculo para cada planta
depende de los resultados del conteo (cuantificacion)
de esporas por gramo.

Como se menciond, los HFMA optimizan la fertili-
zacion mineral y, por tal razon, las plantas tratadas
con ellos requieren solo el 50% de fertilizacién
quimica convencional. El riego y manejo de enfer-
medades se hace normalmente, aunque es recomen-
dable usar productos de un bajo grado toxicolégico,

f
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especialmente en el caso de los fungicidas. La figura 10 y la figura 11 muestran el
proceso de inoculacién de plantas con los hongos.

el

Fotograffas: Andrea Penaranday Diana Serralde

Figura 10. Escalamiento de indculos a partir de micorrizas nativas asociadas al cultivo de la
cana panelera, con Brachiaria decumbens como planta hospedera. a. Aplicacion del in6culo
(70 esporas/planta); b. Siembra de semilla de planta trampa en contacto directo con el indculo
en bandejas de germinacion; c. Siembra en materas a partir de semilla d. Trasplante de plan-
tulas para aumentar volumen de sustrato. e. Mantenimiento del ensayo. f. Suspension del riego
previo a la recoleccion del indculo.
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Fotos: Andrea Pefiaranda

Figura 11. Aplicacion de micorrizas en vivero en cafia panelera en el departamento de Narifo.
a. Plantulas de cana panelera; b. Apertura de huecos para aplicacion de indculo de HFMmA;
c. Aplicacién de in6culo; d. Siembra de plantulas; e. Aclimatacion de plantulas antes del trasplante
al sitio definitivo.
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