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RESUMEN

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA), son el recurso biolégico del suelo mas
estudiado en los ultimos afios, siendo reconocidos por su importancia para el desarrollo
agricola y la sostenibilidad ambiental. EI uso de inoculantes micorricicos (IM) en la
agricultura contribuye a la racionalizacion de fertilizantes, la conservacién del suelo, el
adecuado desarrollo y productividad de los cultivos, asi como a la sanidad y tolerancia vegetal
a factores adversos como el déficit de agua, la salinidad y acides del suelo, entre otros. La
presente investigacion monogréafica tuvo como objetivo describir los avances tecnologicos en
la aplicacion de IM en el cultivo de café Coffea arabica L. con miras de mejorar su
productividad, competitividad y sustentabilidad. A partir de informacidn secundaria y datos
obtenidos de empresas colombianas, se pudo establecer que la produccion de IM a gran escala
se fundamenta en el aislamiento, caracterizacién y reproduccion de especies altamente
eficientes, la mejora biotecnolégica del reconocimiento planta- HMA a partir de metabolitos
secundarios como los isoflavonoides y el complemento de estos inoculantes con bacterias
solubilizadoras de fosforo y otros microorganismos benéficos en funcion de sinergia.
Adicionalmente, se ha incrementado a nivel industrial la concentracién de propagulos como el
caso de los IM a base de polimeros, caracterizados por su eficiencia simbidtica, alta calidad
fitosanitaria y portabilidad tecnoldgica. En avances tecnoldgicos con IM para café se destaca
la técnica Drench, en etapas de alméacigo e inicios fenologicos de la plantas en campo, gracias
a su facil implementacion y reduccién de costos. Los resultados de caracter técnico- cientifico
de esta investigacion, pretenden responder a la necesidad de contar datos actualizados en IM
para el cultivo de café, cuyo uso favorece a productores e investigadores de este importante

sector de la economia nacional.

Palabras claves: Biotecnologia, micorrizas, sostenibilidad, productividad.
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ABSTRACT

HMA, arbuscular mycorrhizal fungi, are the biological soil resource most studied in recent
years. They’ve being recognized for their importance for agricultural development and
environmental sustainability. The use of mycorrhizal inoculants (IM) in agriculture
contributes to the rationalization of fertilizer, soil conservation, proper development of crops,
good productivity as well as the health of the plants and tolerance to adverse factors such as
water deficit, salinity, soil acidity and others. This monographic study aimed to describe the
technological advances in the application of IM in the cultivation of coffee Coffea arabica L.
in order to improve their productivity, competitiveness and sustainability. From secondary
information and data obtained from Colombian companies, it was established that the
production of large-scale IM is based on the isolation, characterization and reproduction of
highly efficient species, improved planting biotech HMA recognition from secondary
metabolites as isoflavones and the complement of these inoculants with phosphorus
solubilizing bacteria and other beneficial organisms depending on synergy. In addition, it has
being increased, to an industrial level, the concentration of propagules, as is the case of the IM
based on polymers. The lattes are characterized by their symbiotic efficiency, high
phytosanitary quality and technological portability. In technological advances with 1M, for
coffee, the Drench technique is highlighted in nursery and phenological stages of the plants
early in the field, thanks to its easy implementation and cost reduction. The results, of
technical-scientific nature, of this research, aim to respond to the need for updated IM coffee
growing data whose use promotes producers and researchers in this important sector of the

Colombian national economy.

Key words: Biotechnology, mycorrhizas, sustainability, productivity.
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INTRODUCCION

El uso intensivo de fertilizantes e insumos de sintesis quimica en sistemas de produccién
cafetera, ha sido duramente cuestionado dado a sus impactos negativos sobre los ecosistemas
naturales, la degradacion del suelo y la liberacion de gases de efecto invernadero GEI
(Aguado, 2011). Por ello, existe una conciencia generalizada hacia la basqueda de estrategias
urgentes para la adopcion de tecnologias agricolas, que ademas de mantener de la

productividad en los cultivos, genere impactos minimos al medio ambiente (Aguado, 2011).

En este sentido los hongos micorricicos arbusculares HMA se manifiestan como una
alternativa viable con el medio ambiente y el entorno, tomando gran importancia como
recurso biolégico y representan un papel fundamental para la produccion agricola. Creando la
necesidad de recuperar estas poblaciones e integrarlas al suelo. A través de la biotecnologia
agricola, se puede avanzar en el desarrollo y produccion de inoculantes micorricicos IM, al
tiempo que se mejoran las técnicas de aplicacion en campo. Con ello, se busca contribuir al
mejoramiento de la productividad de los cultivos de café y mitigar los problemas ambientales
asociados, exaltando el papel de la biodiversidad como factor clave para el desarrollo de la

agricultura ecol6gica (Sanclemente et al., 2012).

El presente estudio monografico, responde las siguientes preguntas en particular:
¢Cudles son los aspectos mas importantes en el proceso de interaccion simbiotica de los
hongos micorricicos arbusculares?, ;Cuales son los principales beneficios de los HMA en las
plantas?, ;Cuales son las principales técnicas de produccién de IM? y ¢ Cuéles son las técnicas
aplicacion de IM para el cultivo de Café?. El conocimiento construido a partir de estos
interrogantes, servira de insumo enfocar al lector en los avances tecnoldgicos para la

aplicacion de IM en el cultivo de Café.

El estudio se divide en dos capitulos: el primero, hace referencia a los aportes de los
HMA a la agricultura y al ambiente, el segundo evidencia los principales avances tecnoldgicos
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en la aplicacion de los IM en el cultivo de café Coffea arabica L. Finalmente, se presentan las
conclusiones, ademas de algunas consideraciones finales sobre el uso de esta tecnologia

bioldgica en condiciones de campo.
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1. APORTES DE LOS HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES A LA
AGRICULTURAY EL MEDIO AMBIENTE

Para mejor la comprension del tema, es necesario hacer un breve recorrido historico que
brinde mayores luces acerca del estudio de un grupo de hongos que realiza simbiosis con las
raices de la mayoria de las plantas (Thangadurai, 2010); cuya presencia se remonta al periodo
siltrico, hace aproximadamente 400 millones de afios (Thangadurai, 2010). Esta simbiosis
incidié en la aparicién de las primeras plantas en el planeta tierra, favoreciendo su
propagacion a las diferentes latitudes (Andrade, 2010), por lo cual son reconocidos como un
grupo bastante extendido y en condiciones naturales; hacen presencia en diferentes superficies
de suelo como por ejemplo en las montafias, areas cultivables, en pantanos, e incluso espacios

acuaticos (Pérez & Rojas, 2011).

Al referirse a esta simbiosis, inicialmente sélo se mencionaban aspectos morfologicos de
la asociacion, sin embargo, posteriormente los investigadores determinaron que comprometia
un campo mucho méas amplio. Es asi como en 1960, ya se distinguian tres tipos de asociacion
simbidtica con este grupo de hongos: ectotréfica, endotrofica y ectendotrofica que articulaban
un sentido fisiologico; pero que para Wilde & Lafond (1967), se trataba de una connotacion

puramente morfoldgica y estructural.

En el afio 1885, el botanico aleméan Albert Bernard Frank, consolida la definicion del
término “micorriza” procedente del griego “mykos” que significa hongo y del latin “rhiza”
que significa raiz, traducido literalmente “hongo-raiz”, definiendo asi la asociacion simbiotica
o mutualista entre el micelio de un hongo y las raices o rizoides de una planta terrestre (Joao
2002), adicionalmente se establecié como la simbiosis més extendida en todo el ecosistema
terrestre, realizada por lo menos entre el 70 y 90% de las plantas vasculares (Smith & Read,
2008).
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1.1 Clasificacion taxondmica de los HMA

En lo que respecta a su estructura, las micorrizas se dividen en dos grupos:
ectomicorrizas y endomicorrizas (Read, 1999). Las ectomicorrizas se caracterizan porque en
su proceso de simbiosis, forman una capa espesa de micelio sobre la zona cortical de las raices
absorbentes de la planta; las hifas del hongo no penetran en el interior de las células de la raiz,
si no que se ubican sobre sus separaciones (Andrade, 2010). Las endomicorrizas en cambio, se
caracterizan por su facilidad para colonizar intracelularmente el cértex radical; es decir, no se
forma un manto externo visible a simple vista, sino que las hifas se introducen inicialmente
entre las células de la raiz, luego penetran en su interior, dando paso a la formacion de
vesiculas alimenticias y arbusculos. De alli el nombre de hongos formadores de micorriza
arbuscular (HMA) (Fernandez, et al 2005).

Con respecto a las ectendomicorrizas, hay que decir que presentan caracteristicas
intermedias, manto externo y también pueden penetrar en el interior de las células, pero en
ellas no se forman arbusculos ni vesiculas (Allen et al 2003). Este grupo se presenta tanto en
Basidiomycota como Ascomycota y son mas abundantes en angiospermas que en

gimnospermas (Martin, 2011).

Por su parte, las orquidoides o micorrizas de ovillo son endomicorrizas de orquideas;
imprescindibles para su desarrollo y vida juvenil. Una vez que la planta alcanza su madurez
fenoldgica, generalmente se independiza del hongo (Read, 1999, Ordofiez et al 2013). Cabe
anotar que, dentro de este mismo grupo se encuentran las ectendomicorrizas, orquidoides,

ericoides, arbutoides y monotropoides (Sieverding 1990, citado por Castafieda, 2011).

En lo que se refiere a las ericoides, son el tipo mas sencillo y simple con raices muy
simples e hifas que penetran en las células para formar ovillos (Ordofiez. 2013). Las

arbutoides, presentan un manto externo junto con hifas que penetran las células para formar
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rulos. Finalmente, estan las monotropoides, cuya forma de penetracion de las hifas en las

células radicales es algo diferente (Martin 2011).

La necesidad de avanzar rapidamente en la exploracién de nuevas especies, conlleva la
utilizacion de métodos maés eficientes, como los analisis filogenéticos de datos moleculares
(Krueger, 2010), puesto que son mucho mas efectivos que el método tradicional que se basa
en el uso de caracteres morfologicos. A partir de esta tecnologia, se ha logrado establecer un
nmero cada vez mayor de descripciones, especialmente del género Glomeromycota, que en la
actualidad llega a cerca de 228 especies descritas, de las cuales aproximadamente el 50%
estan disponibles y, solo 81 spp. Se encuentran como colecciones de cultivos, por ejemplo: La
Coleccion Internacional de Cultura de los HMA (Morton & Msiska, 2010). Solo hasta
principios del afio 2012, se logro obtener informacion de la secuencia molecular de las HMA

de genomas mitocondriales en dos publicaciones completas (Corradi & Bonfante, 2012).

De acuerdo a sus caracteristicas, en la actualidad existen 4 grupos, 11 familias, 16
géneros y 228 especies, siendo el género Glomus el mas abundante, caracterizado por su
facilidad para colonizar intracelularmente el cértex radical, con manto externo que no puede
verse a simple vista (Shubler A. & Walker, 2010). Ver Figura 1.

Genero Familia Orden
Glomerales
_: Glomus Glomeraceas
Gen. ined. Fam. ined.
Diversisporalas
Gean. ined. Diversisporacaac
— _q Diversispora
pr— Otospera
_: Acaulospora Acaulosporaceas
o Kukiospora
Entraphospora Entrocphosporacese
Figaspora Gigasporaceae
—I E Scutellospora
Pacispora PBCISpOracesc
Archaoosporalas
Geosiphon Geosiphonaceae
Ambispora Ambisporaceas
I_I: Archaeospora Archaeosporaceae
Intraspora
Paraglomerales

Paraglomus Paraglomeraceas
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Figura 1. Clasificacion taxonémica de los HMA
Fuente. Krueger (2010).

1.2 Interaccion simbidtica y beneficios de los HMA en las plantas

La interaccion o simbiosis de las HMA, es concebida como el proceso de cooperacion
en el cual, la planta y el hongo se benefician mutuamente (Thangadurai, et al, 2010), a partir
del reconocimiento de sefiales moleculares en sus fases. En este proceso, participan
metabolitos secundarios como el 7-hidroxi 4-metoxi isoflavona (formononetina), el cual
contribuye a la regulacion de la simbiosis micorrizica en la etapa de reconocimiento y de
colonizacion (Akiyama et al., 2002; Larose et al., 2002). Al tiempo que desarrollan la
colonizacion intrarradical, las hifas del HMA forman ramificaciones externas, actuando estas

como puente conector entre el suelo y el interior de la raiz (Collados, 2006).

En el proceso de simbiosis, el hongo obtiene fotosintatos (carbohidratos) y otras fuentes
de carbono para su metabolismo (Cooper, 1984), ademas de encontrar un nicho apropiado
para desarrollarse. La planta por su parte, mejora la morfologia y crecimiento de las raices,
(Reidinger, 2012; Smith & Read, 2009), gracias a la formacion de un extenso micelio extra
radical (Requena et al, 2007), que le permite explorar hasta un 47% mas el volumen de suelo,
con relacion a la ausencia de la simbiosis y, mejorando asi la absorcién de nutrientes como P,
Cu, Zn, N, Mn, S (Kogel, 2008; Yao, Wang, Zhu y Chen 2009; Sanchez de P. et al, 2012).
Adicionalmente, la simbiosis mejora la tolerancia al estrés hidrico en la planta (Heidari &
Karami, 2012; Pérez, et al, 2011), logrando un mejor crecimiento y desarrollo (Turk et al.
2006). Los HMA también favorecen a la planta, en la medida que facilitan la activacion de
mecanismos de defensa para la proteccién contra patdgenos de suelo (Faggioli & Juarez,
2012, Gonzalez 2007). A nivel de la proteccion vegetal, en la simbiosis se presenta resistencia
inducida del control de patégenos foliares, comedores de hojas y necrotrofos, estando su
accion ligada a los niveles de acido jasmoénico en tejidos, cuyo efecto genera rapido

crecimiento y respuesta de defensa en la planta (Ramirez, Rodriguez & Alia 2012).

A nivel de la MA, la planta genera exudados radiculares ademas de otros compuestos
gue son indispensables para la germinacion de las esporas y el crecimiento de las hifas

germinativas (Ramirez y Rodriguez, 2010). No obstante, se requiere de armonia y alta
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coordinacion a nivel fisiolégico, morfoldgico y genético, para lo cual es indispensable la
constante comunicacion celular y molecular entre los organismos involucrados en la simbiosis
(Parniske, 2008). EIl sinergismo y antagonismo entre vias de sefializacion, permiten afinar el
mecanismo de defensa méas adecuado (Chisholm et al, 2006), con el objetivo de que la planta
admita a los HMA, sin dar lugar a que ingresen organismos ajenos al proceso de colonizacion
(Massoumou et al. 2007). Cuando dicho proceso se halla bien establecido, los hongos pueden
formar vesiculas (estructuras ovaladas o esféricas) que almacenan lipidos, los cuales se
desempefian como Organos de reserva, ya sea intra o intercelularmente (Pérez & Rojas, 2011)

como lo muestra la Figura 2.

 PELO ABSORBENTE
- MICELIO EXTERNO

PELO
 /RADICAL

N ARBUSCULO

Figura 2. Esquema de una raiz micorrizada y sus componentes esenciales
Fuente. Siqueira (2000).

1.3 Efecto de los HMA en el crecimiento y la nutricion del café Coffea arébica L.

El cultivo del café en Colombia, estd ligado al uso intensivo de insumos de sintesis
quimica, lo cual ha dado lugar al deterioro de los suelos, viéndose esto reflejado en la
produccion, calidad del producto y el deterioro de los ecosistemas (Gomez et al., 2011). Lo
anterior, demanda la implementacion de alternativas tecnoldgicas para el mejoramiento de la
productividad (Salvioli & Bonfante, 2013), como la simbiosis MA en este cultivo (Parra et al.,
1990). Sin embargo, la baja concentracién de HMA en algunos suelos de zona cafetera en
Colombia, genera la necesidad de recurrir a los inoculantes micorricicos 1M, gracias a sus

beneficios tanto a nivel de plantas cultivadas, como al suelo y al ambiente.
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La contribucién de los HMA a las plantas de café se debe a efectos tanto nutricionales
como no nutricionales, siendo importante su efecto sobre la accion biofertilizadora,
biorreguladora y bioprotectora del crecimiento de las plantas colonizadas (Anexo 1). La
accion biofertilizadora es la mas importante, porque esta directamente relacionada con el
aporte de nutrientes (Siqueira, 2000), siendo clave en sistemas de cultivo con baja
disponibilidad de P. Sin embargo, la eficiencia simbiotica se ve afectada por condiciones
edafoclimaticas, como el pH y la humedad de suelo, que influyen en la colonizacion
micorricica y la concentracion de esporas en el suelo (Carrenho y Rosilane, 2007; Barrer,
2009). Ver Figura 3.

BIOREGULADORA BIOCONTROLADORA

* Sustancias del\ Biocontrol. \
crecimiento. Reduccién de dafios

* Relaciéon agua- * Estrés (factores \
planta. abidticos). |

* Alteraciones * Agregacion del /
bioquimicas v suelo.

fisiologicas.

BIOFERTILIZANTE APLICACION

Absorcién de * Reduccidn de
nutrienthels, \ agroquimicos.
Nodulacion y » Toleranciaal

FBN.
Nutricién

Facilitar la
balanceada. repoblacién
Disponibilidad de forestal.

—__nutrientes. -

estrés.
/

Figura 3. Contribucion de los IM al desarrollo de las plantas
Fuente. Siqueira (2000).

En el suelo, se ha evidenciado que las micorrizas mejoran sus propiedades fisicas y
quimicas por medio del enriguecimiento de materia organica y la formacién de agregados a
través de la Glomalina (proteina que segrega el micelio), fortaleciendo su estructura y
estabilidad, disminuyendo la erosion y aumentando la capacidad de retencién de agua (Finlay,
2008). A nivel bioldgico, es importante la interaccion de los HMA con diversos grupos de
macro y microorganismos de la rizosfera, lo que favorece algunos procesos ecoldgicos como
el ciclaje de los nutrientes N y P, por intermediacién de los hongos con bacterias fijadoras de

N, y microorganismos solubilizadores de fosfatos (Bolafios & Saenz 2009).
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Otro beneficio de los HMA en el suelo, es la estabilizacion de metales pesados
(Alvarado & Dasgupta, 2011), por accién de la glomalina (sustancia pegajosa), que crea una
superficie que favorece la retencién de elementos como Cu, Cd y Pb (Yang et al, 2010),
reduciendo su disponibilidad para las plantas (Gonzalez-Chavez, 2004; Joner, Briones &
Leyval, 2000). Para el caso especifico de suelos contaminados con Pb, se ha logrado extraer
hasta 1.12 mg Pb/g de glomalina (Gonzalez-Chavez et al., 2004), representando entre 0.8 y
15.5 % del Pb total disponible en la solucién del suelo (Vodnik et al., 2008).

Adicionalmente, los HMA actian directa o indirectamente sobre la microflora del suelo
(Ver Anexo 2), estimulando los procesos de liberacion de nutrientes que se encuentran
retenidos en la materia orgénica o ligados a la fraccion mineral (Sanchez de Prager et al.,
2007). Algunos investigadores han registrado incrementos en la estabilidad de los agregados
del suelo con la presencia de raices colonizadas con HMA, lo que se relaciona con aumentos

de la biomasa microbiana y el aumento de la productividad (Martin et al., 2012). Ver Figura 4.
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Figura 4. Aplicacion tecnoldgica de la interaccion suelo- planta- microorganismo
Fuente. Siqueira (2000).

En este sentido, los IM se convierten en una alternativa para enfrentar los problemas
ambientales y ecoldgicos existentes (Finlay, 2008), siendo de gran utilidad en la restauracion
de areas donde las poblaciones indigenas hayan sido drasticamente reducidas por influencia
humana o perturbacion natural (Isaac, 1992), toda vez que permite mayor agregacion del suelo

a través del micelio extra radical, brindando mejor proteccion del medio ambiente (control de
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la erosion y regeneracion de la cobertura vegetal en suelos degradados) (Guerrero et al, 2009),

generando impactos positivos en la mitigacion del calentamiento global (Yang et al, 2013).
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2. AVANCES TECNOLOGICOS EN LA APLICACION DE INOCULANTES
MICORRICICOS EN CULTIVO DE CAFE Coffea arabica L.

El inoculante micorricico IM es un insumo biol6gico, compuesto por altas
concentraciones de microrganismos, ya sean esporas, micelio o propagulos infectivos, para
beneficiar a la planta, mediante estimulacion de su desarrollo fisioldgico y/o control
preventivo contra patégenos (Vazquez, 2007). De alli que los IM, sean constituidos por
esporas, hifas, fragmentos de cuerpos fructiferos o raices colonizadas (Ferrera-Cerrato, 1999).

Aunque no se registran datos historicos exactos acerca de la fabricacion de los primeros
IM, se conoce que a nivel comercial aparecieron en los afios 1929 — 1930 (Bashan & Holguin,
Citados por Aguado & Santacruz, 2011). Ya en la década de 1980, la fabricacion de IM se
centrd especialmente en la asimilacion y absorcion de nutrientes (especialmente el fosforo),
llegando a ser considerado como biofertilizantes, lo cual resulto un poco confuso, puesto que
en sentido estricto la micorriza no es un fertilizante sino un promotor del ciclaje de nutrientes
(Guerrero et al, 1996).

Es importante anotar, que para la utilizacion de inoculos micorricicos en campo, se debe
cumplir con las siguientes condiciones: ausencia o poca eficiencia de hongos micorrizogenos
nativos, baja fertilidad del suelo y medio a alto grado de micotrofia del cultivo a inocular
(Guerrero et al 1996). Por tratarse un insumo bildgico se hace pertinente realizar un control de
calidad previo tanto del inoculo como de los medios de reproduccion (Ver Anexo 2), a fin de
obtener la integracion adecuada de los IM en los sistemas de produccién, de tal manera que se
garanticen los beneficios de la inoculacion (Cano, 1990; Isaac, 1992) como lo muestran los
Anexos 3,4,5Yy6.

En cuanto a la produccion y aplicacion de inoculantes biologicos, se han generado
importantes avances tecnolégicos, entendidos estos ultimos como la busqueda constante de
mejorar un orden de conocimiento de tal forma que puedan ser llevados a la préctica, ya sea a
partir del uso de dispositivos 0 manualmente (Benitez et al 2003). Es asi como se busca
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mejorar las caracteristicas de calidad en la produccién de los inoculantes para el uso a gran
escala en los cultivos, para ser utilizados con técnicas de aplicacion adecuadas y garantizar la

eficiencia simbidtica de las inoculaciones (Isaac 1992). Ver Anexo 2.

Por lo anterior, es de gran importancia evidenciar las tecnologias mas utilizadas para la
fabricacién de inoculantes micorricicos, las cuales estan enmarcadas en dos grupos: técnicas

con base de suelo y técnicas sin base de suelo.

2.1 Técnicas con base de suelo

Esta técnica, consiste en la produccion del IM a partir de un sustrato solido, basandose
en cuatro pasos fundamentales: El primero, realizar el aislamiento de la cepa o cultivo puro
del IM. El segundo, es la seleccién de la planta hospedera y, el tercero es la nutricion de la
planta hospedera. Finalmente, el cuarto es la induccion de estrés hidrico de la planta mediante
la poda de su area foliar, para estimular la esporulacion de los HMA (Khalig & Bagyaraj,
2010).

2.1.1 Método raiz inoculada en suelo. Para el desarrollo de este método se comienza con la
seleccion y aislamiento de esporas de suelo de alta calidad en macetas, en donde se
multiplican las cantidades requeridas, ya sea con una o varias especies de HMA (cultivos
puros 0 mixtos). En este método se necesitan esporas, raices colonizadas o micelio extra
radical como propagulos (Sieverding, 1991). Estos propagulos son colocados en recipientes de
sustrato estéril: arena, vermiculita, perlita, suelo o la mezcla entre algunos de ellos. Es asi
como se obtienen inoculo para aplicar en campo, el cual contiene esporas e hifas (Khalig &
Bagyaraj, 2010). Cuando germinan las semillas, se riegan con agua y soluciones nutritivas con
baja concentracion de P para facilitar la colonizacion y esporulacién por parte de los hongos,
guardando coherencia con el sustrato utilizado (Jarstfer & Silvia citado por Jiménez, 2013).
Este método ha sido muy utilizado con frecuencia por su bajo costo, sin embargo se han

encontrado limitaciones en la produccion por el alto riesgo de contaminacion e inestabilidad
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genética (Khalig & Bagyaraj, 2010). Adicionalmente, cabe sefialar que las caracteristicas
fisicoquimicas de los sustratos utilizados en este método, no favorecen la eficiencia del
proceso de colonizacion, lo que hace que el rendimiento sea menos que el esperado (Jiménez,

2013), limitando la obtencion de indculos de alta calidad a escala comercial.

2.1.2 Método inoculo mixto. ElI IM puede ser puro o mixto, dependiendo del nimero de
especies incorporadas en el mismo. Los HMA pueden formar parte de indculos multiagentes
que contienen diferentes tipos de microorganismos, donde a cada uno se le atribuye algun rol

asociado a la promocién del crecimiento y la sanidad del cultivo (Guerrero et al., 1996).

Hay evidencias, que los indculos mixtos garantizarian una colonizacion mdultiple de
hongos con diferentes estrategias ecoldgicas y por consiguiente, una mayor probabilidad de
establecimiento exitoso de la simbiosis en tiempo y espacio (Sieverding, 1991). Este tipo de
inoculo resulta de gran importancia en programas de revegetacion en zonas no muy

conservadas, debido a la diversidad de plantas hospederas (Guerrero et al., 1996).

Dada la especificidad ecoldgica de los hongos HMA, los productos comerciales tendran
que estar formulados para condiciones especificas de suelo, ademas de contar con excelente
control de calidad de los indculos; por tratarse de un insumo biolégico, este debe enfatizar en
la viabilidad y efectividad de los propagulos del hongo y en la sanidad del sustrato de

crecimiento (Guerrero et al., 1996).

2.2 Técnicas sin base de suelo

Como su nombre lo indica, estas técnicas no requieren base de suelo para producir IM,

dado que se desarrollan en otros medios de cultivo.

2.2.1 Método en cultivo hidroponico. Se basa en la utilizacion de arcilla calcinada, asociada

con suplementos como la solucion mineral Long Ashton, que ha demostrado grandes
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beneficios para el crecimiento de las plantas, sin necesidad de utilizar suelo como medio de
crecimiento. A partir de este método, se dio inicio a la utilizacién de la arcilla expandida como
un material de soporte en un cultivo hidropoénico, también conocido como sistema de flujo que

favorecen la formacion y cosecha de propagulos de manera practica (Khalig, 2010).

2.2.2 Método cultivo aeropdnico. Este método supone grandes ventajas debido a que no
requiere sustrato fisico en el cultivo, permitiendo asi la obtencion suficiente de propagulos,
atiles tanto para la inoculacion como para realizar estudios fisioldgicos, y genéticos criticos
(Thangadurai et al., 2010). De acuerdo con el autor, se requiere la preinoculacion de las raices
en el sustrato. Posteriormente, se colocan las plantulas en una camara aeropdnica sin sustrato
y luego se aplica la solucion nutritiva a las raices. La cosecha de indculos se puede realizar
después de 3 0 4 semanas. Este método se utiliza con frecuencia, porque se obtiene gran
cantidad de micelio y esporas con poco riesgo de contaminacién. No obstante, su

implementacion puede resultar costosa (Khalig, 2010).

2.2.3 Método cultivo monoaxénico o in-vitro. Consiste en la produccién de IM in-vitro
usando raices transformadas por el plasmido RitDNA presente en las bacterias Agrobacterium
tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes, (Mugnier & Mosse, 1987 citado por Martin, 2003 y
Rivera, 2003). Este método se realiza de la siguiente forma: esterilizacion superficial de
esporas Yy raices, e incubacion de placas durante 12 semanas (Thangadurai, et al, 2010),
periodo en el cual se puede obtener indculos a gran escala. Sin embargo, no es tan sencillo de
desarrollar debido a que cada especie de HMA requiere diferente concentracion de nutrientes

en su medio de cultivo (Fortin et al., 2002).

2.2.4 Método integrado. Consiste en la preparacion de IM a partir del uso combinado
rizobacterias promotoras de crecimiento, bacterias solubilizadoras de fosforo u otros
microorganismos benéficos, e isoflavonoides (Da Silva et al., 1997). Se ha evidenciado que
dicha combinacién mejora el establecimiento de cultivos in vitro al igual que a las plantulas

propagadas en condiciones de campo (Siddiqui et al., 2011).
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En cuanto al vehiculo de propagacion de los IM, es pertinente utilizar componentes
como polisacaridos naturales y diversos hidrogeles hidrofilos (Vassilev et al., 2005), ya sean
sintéticos o semisintéticos (alginatos, arragenina, kappa o agar). Entre ellos, el alginato ofrece
amplias posibilidades para su encapsulacion (Zaki & Kataoka, 2011) como es el caso de IM
VAM-PWI (Marx, 2013).

2.3 Técnicas de aplicacion de los IM en el cultivo de Café Coffea arabica L.

La biotecnologia se ha convertido en un factor clave para aportar al desarrollo de los IM
(Bisang et al., 2009), resaltando las innovaciones en la implementacion de técnicas de
aplicacion con fines investigativos y en campo (Salvioli & Bonfante 2013). A partir de estos
avances, los IM se han venido incorporando al manejo agrondémico del café, donde existen
importantes resultados como efecto de la inoculacion en germinadores y almacigos (Parra,
1990); préactica que favorece el desarrollo fisioldgico de la planta y el control preventivo de
enfermedades producidas por hongos y nematodos (Gaitan, 2011). De acuerdo con lo anterior,
es de vital importancia conocer las técnicas de aplicacién adecuadas, para lograr el éxito de la
aplicacion de los IM en campo (Cano, 1990).

2.3.1 Técnicas tradicionales. Durante muchos afios, se ha buscado la posibilidad de utilizar
ampliamente estos hongos benéficos en el cultivo del café, logrando desarrollar diferentes
técnicas para su aplicacion en diferentes etapas del cultivo. Entre estas técnicas se destacan las

siguientes:

Aplicacion en germinador. En esta técnica, es necesario esterilizar con anterioridad los
sustratos del germinador con agua hirviendo a 80°C. Posteriormente, se deben colocar dos
capas de IM, 500 gr/m? la primera a 2 cm de la ubicacién de la semilla para obtener
colonizacién en la zona apical de la raiz. La segunda capa a 500 gm/m? en contacto directo
con las semillas para favorecer la colonizacién, a fin de que los IM puedan competir con
microorganismos patdgenos como Rhizoctonia solani., Meloidogyne exigua u otros presentes

en el suelo (Osorio, 2000). Ver Figura 5.



AVANCES TECNOLOGICOS EN LA APLICACION DE INOCULANTES MICORRICICOS 25

A P ol
[ b

3

Deateocen: INg pornt?

Figura 5. Técnica de aplicacion de IM en germinador de café.
Fuente. Osorio (2000).

Aplicacion en etapa de almécigo (enchapolado). Esta metodologia busca inocular las
plantas al momento del trasplante a raiz desnuda, la cual consiste en realizar un ahoyado en el
sustrato de la bolsa para introducir la chapola. Posteriormente, la raiz se introduce en el hoyo
y se aplica el inoculo en una cantidad de 10 a 30 gr dependiendo de la concentracion del
mismo, cubriendo las raices en contacto directo y se ajustando uniformemente, para evitar
excesos de aire que luego puedan ser ocupados por agua y generar algun tipo de vectores de

multiplicacion de patogenos edaficos (Osorio. 2000). Ver Figura 6.
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Figura 6. Técnica tradicional de aplicacién de los IM en almacigo (Trasplante a raiz desnuda).
Fuente. Osorio (2000).
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Aplicacion en alméacigo establecido. Esta metodologia permite obtener los beneficios de las
micorrizas introduciendo el IM a través de orificios en los extremos de la bolsa. Esta
metodologia tiene algunos limitantes, como por ejemplo el causar heridas en la planta por las
cuales pueden ingresar microorganismos patogenos (Osorio, 2000). Ver Figura 7.
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Figura 7. Técnica tradicional de aplicacion de los IM en almécigo establecido.
Fuente. Osorio (2000).

Técnica de aplicacion al momento de siembra. Posteriormente a la apertura de los
hoyos, se procede a aplicar los correctivos y abonos organicos necesarios, de acuerdo a los
resultados reflejados en el andlisis de suelo. La inoculacion se realiza el dia del trasplante,
aplicando el in6culos uniformemente en el contorno y la base del “Pilon”. En cuanto la
cantidad de IM a aplicar, se puede decir que varia de acuerdo a la concentracion, calidad y

efectividad del mismo (Osorio, 2000). Ver Figura 8.
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Figura 8. Técnica de aplicacion de los IM al momento de siembra.
Fuente. Osorio (2000).
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Con respecto a la inoculacién tradicional, algunos estudios usando las anteriores
técnicas evidencias resultados positivos en términos fisioldgicos (desarrollo foliar y radicular),

siendo estos mas visibles a 100 dias después de la inoculacion en Café (Parra et al., 1990).

2.3.2 Técnicas actuales. En la actualidad, se han evidenciado diferentes técnicas para la

aplicacion de los IM en campo, por tanto es oportuno describir algunas de ellas, asi:

Técnicas de aplicacion en Drench. Esta técnica consiste en la incorporacion del inoculo
soluble en agua, en la zona radicular de la planta. Esta técnica es de gran importancia en el
campo agronomico, debido a sus beneficios; portabilidad tecnoldgica y alta concentracion de
inoculo (Marx, 2013); lo que permite la disminucién de costos de mano de obra en la

inoculacion (Bainard et al., 2012), Ver Figura 9.

Técnica de aplicacién en almacigos y cultivos establecidos. En esta técnica, se realiza
una previa preparacion del IM al diluir 30 cm® de coadyudante y homogenizar la mezcla.
Luego, se deben aplicar 80 gramos de IM en 3 litros de agua, para completar a 20 Litros de
agua y homogenizar. De esta mezcla se recomienda aplicar 50 cm®/planta en drench al suelo
(Marx, 2013).
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Figura 9. Técnica de aplicacién de los IM en almacigo y cultivos establecidos
Fuente. El autor

Para aplicacion del IM a base de polimero, se recomienda la utilizacion de bomba reguladora
de presién y valvula antigoteo de retencién, usando filtro con tamiz malla 50 ( Ver Tabla 1), o
usar bomba de espalda conectando la manguera de forma directa y, usar valvula reguladora

con filtro malla 100 boquilla reguladora de presion (Marx, 2013). EI IM solo se aplica una
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vez, ya sea en bandejas de germinacion, almacigo o en campo, en todo el ciclo del cultivo

(luego no requiere aplicaciones posteriores) (Marx, 2013).

TIPO DE VALVULA IMAGEN REFERENCIA

Filtro valvula de
retencion con filtro con 4193A-PP-5-5055

tamiz malla 50.

Valvula reguladora con
filtro malla 100.

B1116SY

= |
= == el

Tabla 1. Tipos de valvula recomendadas para la inoculacién micorrizica en cultivo de café.
Fuente. El autor
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3. CONCLUSIONES

Los IM son de gran importancia dentro del manejo agronémico del cultivo de café Coffea
arabica L., debido a sus efectos sobre la disminucién de costos de produccion y mitigacién

de ambientales que se presentan con el uso excesivo de fertilizantes de sintesis quimica.

Los IM se presentan como una alternativa viable para el cultivo de café Coffea arabica L.,
gracias a sus beneficios en el control preventivo de enfermedades, mejoramiento del

desarrollo fisioldgico de la planta y aumentos de la produccion.

Los principales avances en la produccién de los IM se fundamentan, en la utilizacion de
especies eficientes, a partir de andlisis filogenéticos de datos moleculares, el aumento de la
concentracion de propagulos, el mejoramiento del vehiculo del IM, y la mejora del
reconocimiento  simbidtico con la incorporacion de metabolitos secundarios
(isoflavonoides). Adicionalmente, se evidencia la integracién de bacterias solubilizadoras
de fosforo y otros microorganismos benéficos dentro de la composicion de los productos
comerciales; lo cual permite contribuir a la aplicabilidad de la tecnologia IM a gran

escala.

Entre las técnicas descritas, las mas apropiada para el cultivo de café Coffea arabica L. es
la aplicacion en drench, a partir de la utilizacién de un inoculo a base de polimero (soluble
en agua), debido a su eficiencia simbiotica, calidad fitosanitaria y portabilidad tecnoldgica

en etapas de vivero y campo Y facilidad de incorporacion dentro del manejo agronémico.
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4. CONSIDERACIONES FINALES

Se espera que los aportes presentados en esta investigacion, sean transferidos a la
comunidad cientifica y académica, como herramienta tecnoldgica para el desarrollo de
futuras investigaciones para contribuir al mejoramiento de la produccion de la caficultura

colombiana.

Propiciar la integracién de los IM sin base de suelo (solubles en agua) en las actividades
investigativas y productivas, para contribuir a la mitigacion de los impactos ambientales,

en el marco de una agricultura sostenible.

Hacer investigaciones encaminadas a conocer y contextualizar técnicas de inoculacion
micorricica con las tecnologias disponibles en la actualidad en diferentes cultivos, para

favorecer a  productores 'y demas actores del sector agropecuario.
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Anexo 1. Ensayos de campo de la inoculacion micorrizica en cultivos.

ANEXOS

Cultivos Hongos micorricicos | inoculacion Aumento del
HMA crecimiento
(control del factor =
1)
trigo Glomus mosseae AC 3
cebada Glomus caledonium C 1.3-4
maiz Glomus mosseae A 2.3
haba de soja Gigaspora calospora A 1-1.5
Alfalfa Glomus caledonium CA 4
trébol Glomus fasciculatum y A 1.3
G. mosseae
Papa Poblacion de hongos | B 1.2
nativos
naranja Glomus fasciculatum D 1.7-4
melocotdn Glomus fasciculatum C 1.8
Café Gigaspora margarita A 3-10
algodén Glomus macrocarpum A 1.5
Limén Glomus mosseae C 2
Aceite de ricino Glomus macrocarpum A 1.6-2.3

Convenciones

40

Inoculacion: (A) la inoculacién de plantas antes del trasplante; (B) la inoculacion del suelo con el suelo

abundante en HMA,; (C) IM con base de suelo; (D) la inoculacion de la semilla.

Fuente. Isaac (1992)
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Anexo 2. Criterios a tener en cuenta para la produccion de inoculantes bioldgicos

Seguridad

Los productos deben tener una baja toxicidad para hombre y los
animales. No se observaron efectos adversos en las plantas de

cultivo para ser tratada.

Persistencia campo

Debe persistir en condiciones de campo hasta alcanzar un buen
nivel de control. Especies deben ser competitivas colonizando
rapidamente tomando ventaja con relacién a otras especies. ( si va a
ser utilizado como parte de un programa de control integrado, debe

ser resistente a las sustancias quimicas utilizadas)

Los criterios ambientales

Organismo debe ser nativos y adaptados a la condiciones
ambientales que prevalecen (tipo de suelo, la temperatura,

pH, etc). No debe ser manipulada genéticamente.

Estabilidad

La formulacién a base de microorganismo debe tener una amplia
vida (til en condiciones de almacenamiento. La formulacién debe
ser de facil distribucion. Se debe conservar la homogeneidad del
producto para obtener de forma constante resultado dptimos con el

uso del producto. .

Formulacion

Debe ser facil de aplicar a gran escala, sin necesidad especialista o

equipo costoso.

Produccion

El producto debe tener la capacidad de integrarse en una forma
adecuada al manejo agronémico de los cultivos, para su uso a gran

escala.

Costo

Debe ser un tratamiento rentable y alternativo para su uso en los

cultivos comparado con los sistemas de control quimico.

Fuente.lsaac (1992).
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Anexo 3. Nivel de toxicidad de los ingredientes activos insecticidas sobre los HMA.

INSECTICIDAS BAJA MEDIA ALTA DOSIS / Ha
LA

Mococrotophos - + - 500 gr
Bacilius thuringiensis - - - 2 grs/lt agua
Trichlorpdn - + - 1kg
Carbofuran - - + 10 kgs
Methomyl - - - 11t
Chlorpyrifos - + - 850 gr
Malathion - + - 11t
Metaldehydo - - + 5 Kg
Propargite + - - 21t
Carbaryl - + - 2 kgs
Dimethoate - + - 500 gr
Tetradifon + - - 1kg

Fuente. Cano (1990).
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Anexo 4. Nivel de toxicidad de los ingredientes activos fertilizantes obre los HMA.

FERTILIZANTES BAJA MEDIA ALTA DOSIS / Ha
LA

Borax - + - 25 kg
Cloruro de Potasio - - - 100 kg
Sulfato de amonio - + - 200 kg
Sulfato de magnesio - + - 50 kg
Sulfato de Zinc - - - 25 kg
Superfosfato - + - 250 kg
Urea - + - 200 kg
10-30 10 - + - 300 kg
13-26-6 - + - 920 kg
15-15-15 - + - 300 kg

Fuente. Cano (1990)

Anexo 5. Nivel de toxicidad de los ingredientes activos fungicidas sobre los HMA.

FUNGICIDAS BAJA MEDIA ALTA DOSIS / Ha
LA

Benomyl - - + 720 gr
Captafol - + - 400 gr
Mancozeb - - - 1.5¢gr
Oxicloruro de cobre + - - 1kg

Maneb + - - 600 gr
Captan - - + 600 gr
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Carboxin

1 kg

Fuente. Cano (1990).

Anexo 6. Nivel de toxicidad de los ingredientes activos herbicidas sobre los HMA.

HERBICIDAS BAJA MEDIA ALTA DOSIS / Ha
LA

Lnuron - - + 1kg
Terrazole + - - 200 gr
Fluometurén - - - 3lts
Metolochlor + 4 kgs
Fluazlfop — butyl - + - 1 kgs
Oxyfluorfen - - + 3.51ts
Paraquat - + - 41ts
Diurdn - - + 2 kgs
Alachlor - - + 3lts
Pemdimethalin - - - 2 Its
Glyphosate + - - 4 Its

Fuente. Cano (1990)
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GLOSARIO DE TERMINOS

COLONIZACION MICORRIZICA: es el establecimiento del hongo micorricico en la raiz
de la planta hospedadora. La presencia de micorrizas en una planta se confirma mediante el
recuento de la colonizacion micorrizica. Esto se lleva a cabo mediante protocolos sencillos de
tincion de raices, y la correcta evaluacion de éstas, para lo que se deben tener ciertos

conocimientos técnicos.

ESPORA: es una forma de resistencia de los hongos, mediante la que se reproducen (son
como semillas) habitualmente de manera sexuada. Estan hechas para resistir mucho tiempo y
ser aun capaces de germinar, pero por eso mismo suelen ser lentas en desarrollarse y colonizar

nuevas plantas.

ESTRES DE LAS PLANTAS: aunque parezca raro, las plantas sufren también estrés: estrés
hidrico, es decir, sequia o falta de agua estrés salino, es decir, cuando las aguas de riego tienen
mucha sal estrés "biotico”, que es el producido por los patégenos. Frente a los diversos
estreses las plantas tienen métodos de proteccion en su ayuda colaboran también algunos

microorganismos beneficiosos del suelo, entre los que se encuentran las micorrizas.

HIFA: es la forma normal en la que crecen los hongos. Son como hebras muy largas que se
extienden y por las que van propagandose. En el caso de hongos del suelo, como son los de las
micorrizas, estas "hebras" se forman alrededor de la raiz que han colonizado, extendiéndose
como si se formase una tela de arafia alrededor de ellas. Las hifas son las que transportan los
nutrientes y el agua hasta las plantas, y las que forman los arbusculos (en la raiz) y los

arbusculos externos o BAS en el suelo.

INFECCION DE LA RAIZ O DE LA PLANTA: no debe confundirse con colonizacion,
puesto que la "infeccidn” se suele aplicar a cuando un patdgeno del suelo se mete en las raices

y les hace dafio.
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INOCULACION MICORRIZICA (IM): es el aporte de los hongos formadores de
micorrizas a la raiz. Dependiendo del tipo de inoculante, la inoculacion se realiza de diversas

maneras.

MICELIO: es el conjunto de hifas que produce un hongo. Las micorrizas tienen dos tipos de
micelio: el intrarradical, que es el que vive en el interior de la raiz y el extrarradical, que es el

que se extiende en el suelo como una tela de arafia.

PROPAGULOS: son el conjunto de esporas, raices micorrizadas e hifas que hay en el suelo o
en el inoculante micorricico que afiadimos. Se llaman "propagulos"” porque de cada uno de

ellos se puede "propagar™ la micorriza.

SIMBIOSIS: literalmente significa "vida en comun”. Se aplica a dos organismos que viven
juntos y normalmente hace referencia a los casos en que esa convivencia es pacifica y

beneficiosa. Las micorrizas son simbiosis entre hongos del suelo y las raices de las plantas.

VESICULA: es una especie de semilla que algunas endomicorrizas forman en el interior de
las raices. Suelen servir para almacenaje de nutrientes para el hongo. Algunas se convierten en

esporas.



