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Introduccion

ste manual describe de manera sencilla pero rigurosa el proceso de multiplicacién a
pequefia escala de propdgulos infectivos de Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares
(HFMA). Aunque esta metodologia es simple y no requiere de una infraestructura compleja,
es indispensable hacer un control y manejo adecuado, asi como garantizar el acompafiamiento
de expertos, para garantizar que la efectividad, calidad e inocuidad del inéculo producido sean
adecuados. De esta manera, se podran obtener satisfactoriamente los beneficios que estos
microorganismos brindan en los diferentes sistemas productivos.

En la naturaleza se establecen una serie de relaciones entre los diferentes organismos vivos,
dentro de las cuales destaca la simbiosis: una relacion entre dos organismos que interacttan y
se benefician mutuamente durante su crecimiento, desarrollo y produccion.

Los HFMA son microorganismos que se encuentran de forma libre en la mayor parte de los
ecosistemasterrestres. Enausenciade unaplantahospedera, estos microorganismos permanecen
latentes en el suelo. Solo cuando establecen contacto con las raices de las plantas, las esporas
de los HFMA pueden completar su ciclo y aumentar sus poblaciones. Es por esta razén que se
consideran simbiontes obligados. Al ser microorganismos simbiontes de la mayoria de las plantas
terrestres, los HFMA proporcionan a las plantas nuevas rutas para el transporte de nutrientes
y agua. A su vez, la planta les proporciona a los HFMA azucares y carbohidratos indispensables
para completar su ciclo de vida.

Por esta razdn, para aumentar y concentrar las poblaciones de este tipo de microorganismos,
a diferencia de otros microorganismos benéficos, como los de tipo bacteriano que pueden
desarrollarse en condiciones de laboratorio, los HFMA requieren la presencia de una planta para
multiplicar sus poblaciones.

Este manual tiene como objetivo presentar al lector una metodologia basica para aumentar las
poblaciones de HFMA con el fin de obtener uninéculo de calidad para aplicar en diversos sistemas
productivos. Aunque utilizaremos la implementacion de esta metodologia como ejemplo para
la produccién de uchuva, es importante destacar que los HFMA son capaces de asociarse con
aproximadamente el 70 % de las plantas terrestres, como se abordard mas adelante en este
manual. Por lo tanto, este tipo de inéculos puede aplicarse en diferentes sistemas productivos
siguiendo una serie de recomendaciones.
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Generalidades de los HFMA

;Qué son los HFMA?

os HFMA son hongos microscépicos bastante complejos que, al asociarse con una planta,
forman las micorrizas. Este nombre hace referencia a la relacion fundamental entre un
hongo (mycos) y la raiz de una planta (rhizos).

Cuando la planta permite laentradadel hongo al interior de sus raices para establecer unarelacion
simbidtica, se forma una estructura al interior de las células corticales conocida como arbdsculo.
Este arbusculo es el sitio donde la planta y los microorganismos llevan a cabo el intercambio de
nutrientes y azlcares, principalmente.

El ciclo de vida de los HFMA comienza con una espora multinucleada que germina y forma una
gran red de micelio o hifas que alcanzan grandes extensiones Cuando una de estas estructuras
encuentra la raiz de una planta, se desencadena una serie compleja de sefiales bioquimicas entre
los dos organismos y se establece la simbiosis (Ramirez & Rodriguez, 2010). Este proceso inicia
con la colonizacidn de la raiz y culmina con la produccién de nuevas esporas en el suelo.

En la Figura 1 se presenta un esquema ilustrativo del proceso de colonizacién de la raiz de la
planta por parte de los HFMA. Este proceso se inicia con el contacto entre el hongo y la raiz, con
la formacién de un apresorio que sirve como punto de entrada a la planta y permite al HFMA
ingresar hasta las células corticales. Posteriormente, se forma el arbusculo, el cual facilita el
inicio del intercambio bidireccional de nutrientes. De esta manera, el hongo completa su ciclo
biolégico y genera nuevas esporas. Ademas, el hongo desarrolla estructuras Ilamadas vesiculas,
donde se almacenan nutrientes disponibles para la planta, especialmente en momentos de
estrés.
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Figura 1. Establecimiento de la simbiosis entre los HFMA y la raiz de una planta.
Fuente: Elaboracion propia
Fotos e llustracion: Diana Paola Serralde Ordéfiez

De esta manera, los HFMA se asocian con aproximadamente el 70 % de las especies vegetales.
Esta colaboracién ha existido durante mds de 400 millones de afios y facilita su adaptacién a
diversos ecosistemas; por lo cual, se considera que estos microorganismos son un eslabén crucial
en la evolucion de las plantas terrestres. Esto se refleja en su amplia distribucién geografica, asi
como en su complejidad y diversidad (Remy et al., 1994).

¢Cudles son los beneficios de la simbiosis HFMA y la planta?

La diversidad de microorganismos presentes en una fraccion de suelo desempefa funciones
cruciales en la transformacién de componentes organicos e inorgdnicos. Simultdneamente,
participan en procesos que permiten convertirlos en formas asimilables por las plantas. Los HFMA
juegan un papel clave en la nutricién de las plantas, el ciclaje de nutrientes en el ecosistema y la
proteccion de las plantas contra estreses bidticos y abidticos.

Aunque los estudios sobre los HFMA han surgido recientemente, han revelado el gran potencial
de estos microorganismos benéficos en la agricultura. En particular, los HFMA pueden ser
empleados como biofertilizantes, pues optimizan la nutricién vegetal de los cultivos. Ademas,
actiian como biocontroladores, yaquereducen laincidenciayseveridad de plagasy enfermedades,




y como biorremediadores, mejorando la calidad de algunos productos agricolas mediante la
inmovilizacion de elementos contaminantes a través de la acumulacion de metales en las hifas y
esporas, asi como la produccién de glomalina, una sustancia adherente producida por el hongo
que atrapa elementos y minerales contaminantes (Figura 2).

Activacion del sistema de defensa
Efecto biocontrolador

Produccién de glomalina
Efecto biorremediador
Formacion de estructura del suelo

@ Nutrientes asimilados directamente por la raiz de la planta

@ Nutrientes por fuera de la zona de agotamiento
transportados por HFMA

Efecto biofertilizante

Figura 2. Potenciales efectos de la relacion simbidtica entre los HFMA y la planta.
Fuente: Elaboracion propia

llustracion: Diana Paola Serralde Ordéfiez
Algunas imégenes se tomaron de: https://www.freepng.es/

De ahi la importancia de los HFMA en el manejo integrado de cultivos agricolas y forestales a
nivel de vivero, durante el enraizamiento de las plantulas hasta las etapas de trasplante. Su uso
también es fundamental en cultivos establecidos en campo, pues son una alternativa bioldgica
valiosa para abordar desafios en procesos como la micropropagacion, la aclimatacién y el
establecimiento definitivo, asi como en todo el ciclo de crecimiento, desarrollo y produccién del
cultivo.

Ademds, el uso de estos microorganismos en la agricultura moderna es un paso significativo
hacia la sostenibilidad y competitividad de los sistemas productivos. La inoculacién con HFMA
puede reducir, dependiendo del cultivo, hasta en un 50 % la necesidad de fertilizantes de sintesis
quimica.




Resumiendo, las bondades de la simbiosis son:

«Mayor produccion de biomasa foliar y radicular: las plantas micorrizadas no solo tienen
una mejor condicién nutricional, sino que también desarrollan raices mas abundantes, lo
que favorece su adaptacion y crecimiento en diversos ecosistemas. Ademads, su parte aérea
experimenta un mejor desarrollo (Figura 3a).

«Adaptacion a diversos ecosistemas: las hifas de los hongos se convierten en una extension
delaraizquefacilitaalaplantalaabsorciénde nutrientes masalld de suzona de agotamiento.
Esto permite que la planta alcance lugares a los que la raiz por si sola no podria acceder y
optimiza asi la fertilizacion convencional y disminuye la necesidad de aplicar fuentes de
sintesis quimica (Rillig, 2004a) (Figura 3b).

Tolerancia a estrés abidtico: los HFMA almacenan nutrientes en sus vesiculas y los regulan
de acuerdo con las condiciones edafocliméticas, factor que contribuye a la supervivencia
de las plantas en situaciones de estrés por excesos o deficiencias de agua y nutrientes.
Adicionalmente, estas vesiculas almacenan algunos elementos contaminantes, como
metales pesados, lo cual evita su traslocacién a otros 6rganos de la planta.

«Tolerancia a estrés abidtico: la nutricién vegetal es uno de los factores condicionantes para
la susceptibilidad y tolerancia por el ataque de plagas y enfermedades. La simbiosis con
HFMA produce una activacién del sistema de defensa de las plantas, lo que permite que
las plantas micorrizadas respondan de mejor manera al ataque de patégenos y mitiguen su
efecto.

«Formacion de suelo: los HFMA participan en la formacion de la estructura del suelo en
la constitucion de agregados estables, en los que el micelio externo de los hfma tiene
una notable participacién (Miller & Jastrow, 2000), asi como a través de la produccién de
una glicoproteina Ilamada glomalina, la cual, por sus caracteristicas quimicas, favorece la
agregacion de las particulas de suelo (Rillig, 2004b).
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Figura 3. Efecto de la simbiosis planta-HFMA. a. Mayor produccién de biomasa foliar y radicular; b. Rizosfera
cony sin HFMA.

Fuente: Elaboracion propia

llustracion: Diana Paola Serralde Ordofiez. b. Adapatado de
https://lifeofplant.blogspot.com/2011/03/mycorrhizae.html

;Donde se encuentran los HFMA?

Ya que estdn de forma libre en el suelo y se adaptan a diversos ambientes con condiciones
extremas, como desiertos y glaciares, asi como en todos los pisos térmicos y tipos de suelos, su
diversidad es alta. Sin embargo, en condiciones naturales, su abundancia es baja, especialmente
en ambientes y suelos que han experimentado transformaciones debido a actividades antrépicas,
como las llevadas a cabo en la preparacién de terrenos para actividades agricolas, donde las
poblaciones nativas de HFMA son escasas.

Dadas estas condiciones de baja abundancia, para aprovechar los beneficios que estos
microorganismos ofrecen en sistemas agricolas, es necesario realizar aplicaciones de inéculos
producidos comercialmente o, como en este caso, generados a pequefa escala.

En el dmbito comercial, en el mercado nacional e internacional, existen varias formulaciones de
biofertilizantes con HFMA. Existen indculos liquidos, encapsulados y en soporte sélido (esta dltima
formulacién es la mds comun en el mercado). Todos los biofertilizantes tipo HFMA contienen
propagulos infectivos del hongo, como esporas, raices colonizadas y micelio. Sin embargo, la calidad
de estos indculos depende de dos factores esenciales: el nimero de esporas por unidad de medida,
ya sea en mililitros en el caso de la presentacién liquida o esporas por gramo en presentaciones




con soporte sélido, y el porcentaje de colonizacidon de las raices presente en el inoculante.

Para conocer el contenido de esporas de un inéculo o una muestra de suelo, es necesario
llevar a cabo procesos de extraccién y cuantificacién de esporas, asi como tincién diferencial
para determinar el porcentaje de colonizacién. AGROSAVIA ofrece servicios de analisis para
estos procesos a través de su red de laboratorios y personal calificado. Ademds, cuenta con
investigadores expertos en el drea para brindar asesoramiento sobre estrategias de multiplicacién
a pequefia escala, como las que se presentan en este manual.

Para tener en cuenta
Los HFMA se encuentran de forma libre en el suelo y estan ampliamente distribuidos en los
ecosistemas terrestres. La mayoria de las plantas se asocian con estos microorganismos de

forma natural. Sin embargo, para optimizar su eficiencia en sistemas de produccién agricola, es
necesario realizar inoculaciones que potencien sus beneficios.

Foto: Andrea Maria Pefiaranda Rolén




5 )

Foto: Andrea M. Pefiaranda Roldn




Foto: Gabriel D. Roveda R.




Inoculacion con HFMA

a inoculacion con HFMA se puede llevar a cabo en cualquier etapa del ciclo productivo;
no obstante, es recomendable, aunque no indispensable para el establecimiento de la
simbiosis, realizarla en las primeras etapas de desarrollo de un cultivo. Lo Unico que varia
en cada caso es la cantidad de in6culo requerida para asegurar una simbiosis efectiva.

La forma de aplicacién también depende de las particularidades de cada sistema productivo.
Puede realizarse al voleo para cultivos que no pasan por el proceso de plantulaje y son densos,
mediante aplicacion directa en campo en los surcos productivos o durante el proceso de
germinacion de semillas para la produccién de plantulas

En todos los casos, solo se necesita una aplicacion para obtener las ventajas de la biofertilizacion
con estos microorganismos, lo que la convierte en una alternativa econémicamente viable y
ambientalmente sostenible que permite la sustitucién parcial de fertilizantes de sintesis quimica.

¢Por qué inocular con HFMA plantas de uchuva?

Lauchuvaes un fruto exético de la familia de las solandceas. Es una excelente fuente de vitaminas
Ay C, hierro y fésforo, por lo que se considera un frutal con altos valores nutricionales. Ademas,
se le atribuyen propiedades medicinales que la convierten en un frutal con alta demanda en el
mercado nacional e internacional. Colombia se destaca como uno de los principales productores
en el mundo, por lo que cultivar de manera competitiva y sostenible es una de las prioridades del
sector agricola y productivo.

Ao largo de los afios, el cultivo de la uchuva ha enfrentado significativos desafios para satisfacer
las demandas internacionales. Uno de ellos es el aumento de su productividad, el segundo es la
adaptacion a diversas condiciones edafoclimaticas y el tercero, posiblemente el mas limitante
en el pais, es el manejo fitosanitario del cultivo, especificamente en relaciéon con el control de
la enfermedad de marchitamiento vascular generada por Fusarium oxysporum f sp. physali. Esta
enfermedad no solo ha ocasionado grandes pérdidas para los productores, sino que también es el
principal agente causal de la trashumancia del cultivo y puede generar procesos de degradacion
ambiental.




Durante los ultimos afios, la produccion de uchuva en Colombia ha experimentado curvas de
produccién altamente dispersas. Con el objetivo de mantener una produccién sostenible y
competitiva, AGROSAVIA ha dedicado mas de diez afios a realizar significativos esfuerzos
para abordar estas limitaciones desde diversas perspectivas. Uno de los grandes avances en
investigacion en esta materia estd relacionado con la respuesta en términos de productividad
y mitigaciéon del marchitamiento vascular mediante el uso de HFMA de forma individual o en
consorcio con Bacterias Promotoras de Crecimiento Vascular.

El proceso de investigacién en torno a esta tematica en el cultivo de la uchuva inicié con un
diagndstico de la fertilidad de suelos asociados al cultivo en una de las zonas de mayor produccion
de uchuva. En este diagndstico, se identificé un desbalance nutricional y deficiencias marcadas
que afectaban la productividad del cultivo en la zona de estudio (Roveda et al., 2012). Un analisis
detallado poblaciones nativas de HFMA asociadas al cultivo de la uchuva bajo diferentes
condiciones edafocliméticas, permitié establecer la amplia diversidad de estos microorganismos
en suelos asociados al cultivo de la uchuva, asi como la simbiosis efectiva entre HFMA y las
plantas de uchuva (Ramirez Gémez, 2014).

A través de varios proyectos de investigacion desarrollados por AGROSAVIA, se ha evaluado la
eficienciade los HFMA como biofertilizantes en el cultivo de uchuva. Los resultados han permitido
establecer que las simbiosis entre plantas de uchuva y HFMA, especificamente de la mezcla
de Rhizoglomus irregulare y Acaulospora mellea, pueden sustituir parcialmente la fertilizacion
de sintesis quimica (hasta un 50 % menos). Estos resultados se reflejan en una produccién
competitiva, evidenciada por una mayor cantidad de frutos tipo exportacién, asi como ventajas
econémicas y ambientales debido a la reduccién de costos y aplicacién de enmiendas quimicas.

Adicionalmente, dado el potencial de estos microorganismos como biocontroladores, se ha
evaluado su capacidad para mitigar el impacto generado por el hongo fitopatégeno Fusarium
oxysporum. En este sentido, se han encontrado importantes ventajas en la mitigacion del efecto
del hongo, tanto en términos de la incidencia como de la severidad de la enfermedad en vivero
y en campo.




Todos estos resultados obtenidos han sido validados en parcelas productivas, donde se han
evidenciado los efectos positivos que esta simbiosis confiere al cultivo. Por este motivo, se
recomienda que este tipo de alternativas sean implementadas por los productores de uchuva en
el territorio nacional. A continuacién, presentamos una descripcién del proceso de produccién a
pequefa escala de un inéculo de HFMA.

Foto: Diana Paola Serralde Ordodnez
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Multiplicacion de HFMA a pequena escala

os HFMA, al ser simbiontes obligados, requieren de la presencia de una planta que les permita
completar su ciclo y generar mas esporas. Dada esta condicién, para la multiplicacién de un
inéculo de HFMA es necesario desarrollar un proceso escalonado en el que, paso a paso, se
aumente el volumen de sustrato y la concentracién de esporas.

Para iniciar este proceso, es necesario contar con un inéculo base que incluya informacion
basica, como el nimero de esporas viables, el porcentaje de colonizacién de raices, los géneros
de HFMA que lo conforman y, en caso de ser un inéculo de una sola especie, la planta en la que
fue multiplicado, asi como la fecha de produccién y expiracion del lote.

Si bien los HFMA son diversos y no se reporta una especificidad de géneros y especies con las
que se asocian, si hay géneros cosmopolitas como los glomoides y aculosporoides que presentan
una mayor afinidad a asociarse con especies de interés agricola y por lo tanto el conocer los
géneros presentes en un indculo puede revertir importancia en el momento de la inoculacién
en determinado cultivo. Una de las especies de HFMA mas abundante en la naturaleza y por
lo tanto mas adaptada a diversas condiciones es Rhizophagus irregulare, el cual es la base de
muchos de los biofertilizantes que se producen a nivel mundial.

Si bien los HFMA son diversos y no se reportan géneros y especies especificas con las que se
asocian, si hay géneros cosmopolitas como los glomoides y aculosporoides que son mas afines
a la asociacién con especies de interés agricola. Por lo tanto, conocer los géneros presentes en
un inéculo puede ser importante en el momento de la inoculacién en un determinado cultivo.
Una de las especies de HFMA mds abundantes en la naturaleza y, por lo tanto, mas adaptada
a diversas condiciones es Rhizophagus irregularis, la cual constituye la base de muchos de los
biofertilizantes producidos en el mundo.

La seleccién del sustrato sobre el que se va a desarrollar el proceso de escalamiento debe hacerse
de acuerdo con la disponibilidad de materiales en la localidad. Se recomienda tener siempre
una base de suelo y mezclar en una proporcién de 1:1 (v/v) con un sustrato que favorezca la
porosidad, como arena cuarcitica o perlita. Es importante que este sustrato pase por una etapa
de desinfeccion o esterilizacién con el fin de eliminar cualquier agente patégeno que pueda estar
presente. Para el primer paso, se sugiere utilizar turba como sustrato para favorecer el desarrollo
de la plantula.




Una vez que se conoce el punto de partida para la multiplicacién de propagulos infectivos de
HFMA, se inicia el proceso con la inoculacién de lo que se conoce como plantas trampa. Estas
plantas deben ser diferentes a aquellas que seran biofertilizadas con el inéculo producido para
evitar contaminacién con posibles plagas, enfermedades o malezas en el cultivo que se inoculara.
Por ejemplo, si el inéculo producido se va a utilizar para la inoculacién de plantas de uchuva,
la planta trampa no debe pertenecer a la familia de las solanaceas. Dado el amplio espectro
de plantas trampa que se puede utilizar gracias a la capacidad de estos microorganismos para
asociarse con muchas especies vegetales, se recomienda buscar especies de ciclo corto. Salvo por
las cruciferas, muchas especies vegetales pueden considerarse plantas trampa en este proceso.

Una vez seleccionada la planta o plantas trampas que acompafardn el proceso de escalamientoy
el sustrato que se empleara, se puede iniciar la multiplicacién, que consta de cinco pasos basicos.
En cada uno de ellos, se debe reinocular y trasplantar o sembrar de nuevo y, de ser posible, llevar
a cabo un control de calidad que se explicard en detalle en el quinto paso. En resumen, este
control de calidad permite conocer el nimero de esporas por gramo de sustrato y el porcentaje
de colonizacién de las raices de las plantas trampa.

Lainoculaciondebe basarse en laconcentraciéon de esporasdelinéculo base. Asimismo, parallevar
a cabo de manera adecuada la multiplicacion, se recomienda aplicar diferentes dosis de esporas
dependiendo del paso del escalamiento. Por ejemplo, si el in6culo base tiene un contenido de
100 esporas por gramo, la aplicacién en el primer paso sera de 1,5 gramos de inéculo por planta
trampa para lograr una aplicacién de 150 esporas por planta. A medida que avanza el proceso
de escalamiento y el volumen del sustrato, el nimero de esporas también se amplia, como se
detalla en cada uno de los pasos explicados mas adelante.

Es importante aclarar que las cantidades recomendadas para el proceso de multiplicacién de
HFMA difieren del proceso de biofertilizacién de un sistema productivo, en el cual se requiere
una unica aplicacion y en el que la dosis depende del estado fenoldgico del cultivo.




Paso 1. Inoculacién en bandejas de germinacion

Teniendo en cuenta el contenido de esporas del indculo base, se inicia con una aplicacién en
bandejas de aproximadamente 150 esporas por alveolo. La semilla puede estar pregerminada
o no. En el caso de semillas pregerminadas, se debe posicionar el inéculo de tal forma que Ia
radicula emergente esté en contacto con el biofertilizante. Para la siembra directa, se debe llenar
el cono en una tercera parte, aplicar el inéculo, tapar con sustrato y, finalmente, sembrar y cubrir
superficialmente la semilla. En este primer paso, como se mencioné previamente, se sugiere
emplear turba como sustrato, ya que proporciona el soporte necesario para el desarrollo de la
planta trampa. Sin embargo, su contenido de nutrientes es relativamente bajo, lo cual favorece
el establecimiento de la simbiosis. Comiunmente, las bandejas de germinacidn tienen un orificio
en cada alveolo, el cual debe ser tapado con papel permeable que permita el paso del agua sin
que el indculo se lave (Figura 4).
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Figura 4. Primer paso en el proceso de escalamiento de HFMA.

Fuente: Elaboracién propia

llustracion: Diana Paola Serralde Ordéfiez

Fotos: Wilmar Alexander Wilches Ortiz, Emerson Duvdn Rojas Zambrano. Algunas imdgenes se tomaron de
https://www.freepng.es/

Turba

En este punto, de acuerdo con las posibilidades, se recomienda tomar una muestra de raiz y
realizar un analisis de laboratorio para calcular el porcentaje de colonizacién (explicado en e




Paso 2. Trasplante e inoculaciéon en materas/bolsas

El segundo paso, después de que las plantulas salen de la bandeja de germinacién, es el trasplante
a un mayor volumen de sustrato. En este paso, se emplea una mezcla en igual proporcién de
suelo mds arena de rio, arena cuarcitica, perlita o cualquier sustrato que permita la aireacion
de la mezcla. Aunque el proceso de inoculacién es similar al del paso 1, puede dividirse en dos
manteniendo el mismo procedimiento pero aumentando escalonadamente el volumen del
contenedor. Por ejemplo, se puede pasar de materas de 2 kilos a 5 kilos. En cada matera o bolsa,
se abre un orificio en el que se dispersa el inéculo (250 esporas) procurando abarcar todo el
espacio donde se sembrard la plantula obtenida del paso 1 (Figura 5).

Dependiendo de la especie vegetal utilizada como planta trampa y, en caso de que esta haya
completado su ciclo, se descarta y se realiza la cosecha del in6culo producido hasta este paso.
En caso de que las plantas se puedan mantener, se dejan para realizar un trasplante adicional en
el paso 3. En este punto, si se realiza la cosecha del inéculo, se recomienda realizar un control
de calidad, especialmente la cuantificacién del nimero de esporas viables por gramo (explicado
en el paso 5). Si se requiere aumentar el nimero de esporas por gramo de sustrato, las plantas
en esta etapa, al igual que en cada uno de los pasos para el escalamiento, deben someterse a un
periodo de estrés hidrico durante un mes.
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Figura 5. Segundo paso: trasplante e inoculacién en materas.
Fuente: Elaboracién propia

Fotos: Diana Paola Serralde Ordénez, Gabriel David Roveda Ramirez
Algunas imdgenes se tomaron de: https://www.freepng.es/




Paso 3. Construccion e inoculacidon en camas

Los médulos de multiplicacion a pequefia escala consisten en la construccion de eras de 1,5 m de
largo por 1 m de ancho y de 30 a 40 cm de alto, las cuales van cubiertas con pldstico de calibre
6 en su base y paredes (Figura 6). La cantidad de camas depende de la cantidad de inéculo
que se desee obtener. Aproximadamente, para una cama con estas dimensiones, se requieren
200 kg de mezcla de sustrato para obtener entre 4 y 5 bultos de 40 kg de indculo. Al igual
que en el paso anterior, el sustrato es una mezcla de suelo con arena cuarcitica (o sustrato que
permita la aireaciéon y aumente la porosidad de la mezcla) en relacién 1:1 v/v. Lo importante es
no sobredimensionar la cantidad de sustrato para evitar la dilucién del producto final y que la
concentracién de esporas no sea 6ptima para la obtencién de un inéculo de buena calidad.

Figura 6. Tercer paso: construccion y establecimiento de camas de multiplicacién a pequefia escala de HFMA.
a. Construccién médulo de multiplicacion a pequefa escala; b. Cubrimiento de paredes con plastico negro;
c.Relleno con sustrato

Fotos: Gabriel D. Roveda

Antes de iniciar el proceso de multiplicaciéon en camas, el sustrato debe ser desinfectado para
evitar o disminuir la presencia de algun agente patégeno que pueda contener. Para esto, se
debe emplear un desinfectante de suelo agricola, como el dazomet (ingrediente activo) y cuyo
uso se recomienda porque tiene una alta eficiencia en la prevencién y control, principalmente
de nematodos, hongos y bacterias fitopatégenas, entre otros agentes causales de problemas
sanitarios. La cantidad de producto aplicado depende del volumen de suelo y, de acuerdo con
esto, se recomienda seguir las recomendaciones del fabricante. Este producto se debe solarizar




cubriendo con pléstico negro el sustrato por un periodo de 20 a 30 dias (Figura 7). Durante
este periodo, el plastico negro va a producir un aumento de la temperatura al interior de la
cama, lo que favorece el proceso de desinfeccion. Para el caso de una cama con las dimensiones
explicadas, se recomienda una aplicacion de 25 gramos de este ingrediente activo.

Figura 7. Desinfeccién y solarizacién del sustrato. a. Desinfeccion del sustrato ; b. Solarizacién

Fotos: Gabriel D. Roveda

En este paso, la inoculacion dependerd de la planta trampa, que puede provenir del paso
anterior, en matera, en cuyo caso se trasplanta la planta tal como sale de la bolsa o matera.
Para esto, se debe hacer un ahoyado inicial en el que se aplica el in6culo en una proporcién de
aproximadamente 250 a 300 esporas por planta. En caso de no conocer el nimero de esporas
que contiene el indculo, se recomienda hacer una aplicacién de aproximadamente 10 kilogramos
por cama (1 kg/m?) procurando siempre que las raices de la planta trampa o la semilla queden en
contacto con el inéculo de la misma forma que se realizé en el paso 2. Las plantas se mantendran
con riego de acuerdo con las necesidades del cultivo.

Dado que este proceso no tiene como objetivo la produccién agricola, no se recomienda la
aplicacion de fuentes externas de fertilizantes de sintesis quimica; sin embargo, se deben tomar
las medidas necesarias que permitan el desarrollo adecuado de las plantas con el fin de extender
su ciclo durante un periodo de 4 a 6 meses. En este caso, es importante lograr una densidad alta
de siembra y asegurar que la produccién de raices sea abundante (Figura 8).
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Figura 8. Inoculacién en camas de multiplicacién a pequefia escala.
Fuente: Elaboracion propia
Fotos: Gabriel D. Roveda

Paso 4. Recoleccidon del indculo

Una vez las plantas trampa del paso tres han completado el periodo de desarrollo, se someten a
un periodo de 20 a 30 dias de estrés hidrico, es decir, se suspende el suministro de riego. Durante
este periodo, es importante que el lugar donde se establezca el médulo o cama de multiplicacién
tenga un techo que impida la entrada de agua de lluvia para que el hongo, dadas las condiciones
de estrés por sequia, se reproduzca y concentre la cantidad de esporas.

Despuésdel periododeestréshidrico,serealizalarecoleccion,homogenizaciényalmacenamiento
del indculo. Para ello, se retira todo el material vegetal y se dejan las raices en el sustrato, las
cuales se incorporan haciendo cortes finos de todo el sistema radicular de las plantas trampa. El
sustrato se homogeniza utilizando una zaranda fina de aproximadamente 5 mm de didmetro, se
toma una muestra para el control de calidad (paso 5) y se empaca en bolsas negras y costales.
Es fundamental rotular la bolsa y el costal con la fecha de produccién del inéculo, las plantas
trampas utilizadas durante el proceso de escalamiento, los valores de nimero de esporas por
gramo y el porcentaje de colonizacidn, asi como los géneros o especies predominantes, para lo
cual se requiere un analisis especializado, explicado en el siguiente paso (Figura 9).
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Un inéculo de HFMA se somete a tres andlisis que determinan su calidad. El primero, y
posiblemente el mas crucial al momento de su utilizacién como inéculo, es la cuantificacién de
esporas. El segundo corresponde al porcentaje de raiz micorrizada, y el tercero implica identificar
el o los géneros o especies con mayor abundancia.

Estos tres andlisis deben ser realizados por personal especializado en condiciones de laboratorio,
por lo que se recomienda revisar la lista de laboratorios certificados por el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) para este tipo de andlisis'. Para el propésito de este manual, se recomienda
el servicio de la red de laboratorios de AGROSAVIA, los cuales, a través del laboratorio de
microbiologia agricola, cuentan con las capacidades técnicas y cientificas necesarias para llevar
a cabo la cuantificacion de esporas y determinar el porcentaje de raices micorrizadas en una
muestra’. Ademds, el laboratorio estd certificado por el ICA para realizar estas pruebas.

! https://www.ica.gov.co/getdoc/3blef26¢c-605c-4a12-abb4-4911b4abd954/laboratorio-control-de-calidad-




En la Figura 10, se presenta de forma descriptiva el proceso al que se somete una muestra para
el aislamiento y cuantificacién del nimero de esporas viables en una muestra de suelo o inéculo.
Este procedimiento se basa en la técnica desarrollada por Gerderman & Nicholson (1963) y
consiste principalmente en un filtrado y decantacién de la muestra a través de tres tamices con
diferentes aperturas (450-205 y 38 um). El contenido del tamiz de menor apertura se centrifuga
con 15 ml de una solucién de sacarosa, donde las esporas se adhieren y se forma una interfase
que se retira y lava para realizar la cuantificacion del nimero de esporas viables por gramo de
suelo. Se utiliza un estereoscopio para la cuantificacion de esporas y, para la identificacion, las
esporas presentes se separan seglin su morfologia similar y se montan para microscopia. Se
identifican a nivel de género o especie segun sus caracteristicas.
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Figura 10. Proceso para la cuantificacion de esporas.

Fotos: Gabriel D. Roveda

% Para mayor informacién consultar la pagina web de la red de laboratorios de AGROSAVIA:
https://www.agrosavia.co/productos-y-servicios/oferta-tecnolwC3%B3gica/servicios-de-laboratorio/
microbiolog%C32%ADa-agreC3%ADcola




Enla Figura 11, se presenta de forma descriptiva el proceso para la determinacion del porcentaje
de colonizacién de raices micorrizadas. Este protocolo esta basado en el propuesto por Philips
& Hayman (1973), el cual consiste en pasar la muestra de raiz lavada (figura 11, # 1) por una
serie consecutiva de reactivos quimicos (Figura 11, # 2 a 4), en los cuales se van destruyendo las
estructuras propias de la raiz y quedan las estructuras del hongo (hifas, arbusculos, vesiculas,
esporas) expuestas para ser tefiidas con azul de tripan (Figura 10, # 5) e identificables para la
cuantificacién del porcentaje de raiz micorrizada. Esto se realiza a través de microscopia con un
montaje de 12 fragmentos de raiz de aproximadamente 2 cm, los cuales son observados campo a
campo en 40X, y se cuantifican los campos positivos, es decir, aquellos que tienen presencia de
algunade las estructuras del hongo. Este valor es considerado como el porcentaje de colonizacion
de raiz por parte de los HFMA (Figura 11, # 6).

Lavado

Montaje y determinacién

n % colonizacion

A . T
e C R

Figura 11. Proceso para determinar el porcentaje de colonizacién de una raiz micorrizada. 1: Seleccién de
muestra y lavado 2-4: Proceso de clareo, balnqueo, acidificacién y tincion diferenciacial; 6: Montaje y
observacion al microscopio para determinacion del porcentaje de colonizacion de raiz

Fuente: Elaboracion propia

Fotos: Gabriel D. Roveda




Para tener en cuenta

El proceso de multiplicacion a pequefia escala de un inéculo de HFMA es un proceso escalonado
que puede ser desarrollado de forma sencilla. Sin embargo, es indispensable seguir las
recomendaciones aqui planteadas, contar con el acompafamiento de personal especializado e
implementar un control de calidad riguroso que garantice la eficiencia del producto generado.

-

Foto: Wilmar Alexander Wilches Ortiz




Foto: Gabriel D. Roveda R.




Produccidén de plantulas

de uchuva micorrizadas

continuacion, se presentan los pasos necesarios que se deben tener en cuenta para la
producciéonde plantulasdeuchuvainoculadascon HFMA.Comose menciond previamente,
lo ideal es tener plantas micorrizadas desde las primeras etapas de desarrollo del cultivo,
sin embrago, la inoculacidn se puede realizar en cualquier etapa fenoldgica.

Independientemente del origen de la semilla de uchuva, es importante tener en cuenta su calidad
y procedencia. En todos los casos, es necesario realizar un proceso de desinfeccion, para lo cual
se inicia con lainmersién de la semilla en una solucién de hipoclorito al 10 % durante un lapso de
5 minutos. Posteriormente, se hace un lavado con abundante agua, el cual se repite de la misma
forma tres veces consecutivas. Es necesario el uso de un colador o tamiz para evitar la pérdida
de material, y se debe cambiar el agua en cada ciclo de lavado (Figura 13).

Desinfeccion con C o
@ ; d licad
“ hipoclorito 10% . Lavado por triplicado

Figura 12. Proceso de desinfeccion de semillas de uchuva (Physalis peruviana L.). a. Semilla de uchuva;
b. Desinfeccién con hipoclorito 10 %; c. Lavado por triplicado.
Fotos: Gabriel D. Roveda

Una vez la semilla esté desinfectada, se recomienda llevar a cabo un proceso de pregerminacién
utilizando turba en contenedores. Se distribuyen las semillas en los contenedores, se tapan con
papel plastico y, preferiblemente, se conservan en un lugar con temperaturas entre 20 y 24 °C.
Gracias a la cobertura plastica, este proceso genera un microclima propicio para la germinacion.
Una vez que el material tenga dos hojas verdaderas, se trasplanta a bandejas de germinacion.

Este proceso puede omitirse, y las semillas pueden sembrarse directamente en bandejas de
germinacion. Sin embargo, se considera un paso preliminar para evitar el raleo en bandejas,
lo cual podria afectar el desarrollo de las raices de las plantulas recién germinadas, ya que son
altamente sensibles.




La inoculacién con HFMA se lleva a cabo en el momento de la siembra o trasplante a bandejas
germinadoras, proceso para el cual se recomienda el uso de bandejas de 72 alveolos. Para lograr
un efecto biofertilizante con los HFMA, es necesario aplicar 70 esporas por pldntula. Como se
describié en la Figura 4, es fundamental que la radicula de la planta entre en contacto con el
inéculo de HFMA. En caso de no realizar la pregerminacién, se llena el alvéolo a un tercio de
su capacidad con el sustrato seleccionado, que puede ser turba o suelo. Se aplica la cantidad
de indculo necesaria para alcanzar la dosis recomendada de esporas, se cubre superficialmente
con el sustrato y se pone la semilla. Dado que la semilla de uchuva es pequefa, se debe cubrir
superficialmente con una capa delgada de suelo.

Las plantulas se mantienen con riego constante hastaque estén los suficientemente desarrolladas
para su trasplante a campo. Se considera que las plantas deben tener una altura maxima de 12 cm
para que se adapten adecuadamente en el campo. Durante esta etapa, es posible que las plantas
presenten algun sintoma de deficiencia nutricional, por lo que se pueden aplicar pequefas dosis
de nutrientes para favorecer su desarrollo sin afectar el establecimiento de la simbiosis (Figura 13).

Turba hiimeda Dispersién de semilla

Figura 13. Inoculacién y produccién de plantas de uchuva micorrizadas. a. Pregerminacion; b. Incoulacién
y siembra; c. Desarrollo de la plantula; d. trasplante a campo
Fuente: Elaboracién propia

Fotos: Gabriel D. Roveda R.; Diana P. Serralde O., Emerson D. Rojas Z.



Los efectos de esta unica inoculacién con HFMA se reflejardn en el desarrollo agronémico del
cultivo, en la productividad de las plantas y en la reduccion de la aplicacién de fuentes quimicas
de fertilizantes en el campo, la cual puede reducirse hasta en un 50 %, pues la simbiosis permite
una optimizacién efectiva de la fertilizacién. Ademas, estudios realizados por AGROSAVIA
sugieren un incremento en la calidad de los frutos destinados a la exportacién, lo que sin duda
se traduce en ventajas competitivas para los productores de uchuva.

Por otra parte, estos microorganismos han mostrado eficiencia en el control y mitigacién
del impacto generado por el hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum, el cual ha causado
grandes pérdidas para los uchuveros del pais, ha afectado su economia y ha repercutido en el
desplazamiento del cultivo.

Para tener en cuenta

eLa produccién de plantulas de uchuva micorrizadas es una alternativa econémica y
ambientalmente viable que permite la sustitucion parcial de fertilizantes de sintesis quimica.
Ademds, trae beneficios a la produccioén, pues contribuye a una mayor formacién de frutos
con estdndares internacionales y ayuda a mitigar el marchitamiento vascular causado por
Fusarium oxysporum.

«Solo se requiere una aplicacion de HFMA para obtener los beneficios de la biofertilizacién
con estos microorganismos.

«Es fundamental que el indculo utilizado en el proceso de plantacion de uchuva cumpla con
un control de calidad que garantice su contenido. Ya sea un inéculo producido a pequefia
escala o un producto comercial, es necesario contar con una base técnica confiable sobre
su alcance.




Foto: Gabriel D. Roveda R.
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