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Presentacion

El Instituto Nacional de Innovacidn Agraria (INIA) es un organismo técnico especializado adscrito al Ministerio
de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI), que desarrolla actividades de investigacidon, transferencia
tecnoldgica, aprovechamiento y conservacion de los recursos genéticos y produccion de semillas, plantones
y reproductores de elevado valor genético.

EIINIA, a través de la Direccion de Supervision y Monitoreo en las Estaciones Experimentales Agrarias (DSME),
viene ejecutando el proyecto de inversidn “Mejoramiento de los servicios de investigacion y transferencia
tecnoldgica en el manejo y recuperacion de suelos agricolas degradados y aguas para riego en la pequeia
y mediana agricultura en los departamentos de Lima, Ancash, San Martin, Cajamarca, Lambayeque, Junin,
Ayacucho, Arequipa, Puno y Ucayali”, con CUI N° 2487112, el cual tiene como uno de sus objetivos generar y
poner a disposicion tecnologias de manejo de suelos, agua de riego para los cultivos agricolas.

Una practica recomendada para el manejo de cultivos en suelos con bajo niveles de fertilidad es el uso
de micorrizas. Los hongos micorricicos, a través de la colonizacién de las raices de las plantas, aumentan
su capacidad de absorcidon de nutrientes y agua. Ademas, son capaces de proveer tolerancia a la sequia y
salinidad, mejorar la estructura del suelo y remediar suelos contaminados con metales pesados. Por lo tanto,
resulta esencial promover su uso, sobre todo en areas agricolas con caracteristicas edaficas inadecuadas.

En este contexto, el presente manual proporciona informacién sobre las caracteristicas, beneficios y uso
de las micorrizas e incluye procedimientos para su evaluacion y produccién. Este documento esta dirigido
a profesionales del sector agropecuario y publico en general interesado en implementar practicas agricolas
mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.

M. Sc. Jorge Juan Ganoza Roncal
Jefe del INIA
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1. Introduccion

Lossueloscon problemasdeacidez, salinidad osodicidad puedenrepresentarunreto paralaproduccion
agricola. En suelos acidos, el fésforo tiende a fijarse en formas insolubles debido a la interaccidn con
el aluminio y el hierro (Tsado et al., 2012), mientras que en suelos alcalinos puede reaccionar con el
calcio formando compuestos poco solubles, lo que limita la absorcidn de este nutriente por las plantas
(Egwu y Hoseini, 2017). Por otro lado, la alta salinidad y sodicidad de algunos suelos pueden afectar
negativamente en sus propiedades fisicas y la disponibilidad de otros nutrientes, lo cual dificulta el
crecimiento de cultivos (Weil y Brady, 2017). La agricultura bajo estas condiciones requiere del uso de
practicas adecuadas de manejo de suelos.

Las micorrizas son asociaciones naturales entre hongos y plantas que evolucionaron como respuesta a
las condiciones adversas de los suelos en los ecosistemas. Esta simbiosis se establece entre el conjunto
de hifas fungicas (micelio) y las raices de las plantas (Wang et al., 2024). Es asi que las micorrizas
funcionan como una extension de las raices de las plantas, y por su gran capacidad de ramificacién
exploran el suelo, absorbiendo agua y nutrientes, a los cuales la planta tendria acceso limitado.

Entre los diversos tipos de micorrizas, las arbusculares facilitan la transferencia de nutrientes a las
plantas mediante estructuras intracelulares llamadas arbusculos, mientras que la planta provee al
hongo fotoasimilados, estableciendo una simbiosis mutualista (Smith y Read, 2008). Asimismo, las
micorrizas pueden facilitar la absorcidon de agua y la tolerancia a la sequia en plantas (Higo et al.,
2020). Adicionalmente, mejoran la estructura del suelo y pueden inmovilizar metales pesados tdxicos,
reduciendo su biodisponibilidad para plantas y seres humanos (Riaz et al., 2021).

En ese sentido, el presente “Manual de manejo de hongos micorricicos arbusculares” tiene como

objetivo brindar informacién relevante sobre la importancia de las micorrizas y proponer al usuario
una herramienta practica para su uso eficiente y sostenible.
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2. Definicidon y caracteristicas
generales

Las interacciones entre plantas y hongos son muy comunes y abarcan interacciones de diferentes
tipos. Entre estas, las interacciones parasitarias resultan en enfermedades como el mildiu y la
roya, capaces de ocasionar un dafo significativo en las estructuras vegetales. Por el contrario, la
simbiosis mutualista beneficiosa establecida entre las raices de las plantas y los hongos micorricicos
arbusculares resulta beneficiosa para ambos (Garcia - Garrido y Ocampo, 2002). El termino micorriza
fue usado por primera vez en 1985 por Albert Bernand Frank (Siddiqui et al., 2008 citando a Frank,
1985) para hacer referencia a la simbiosis entre las raices de las plantas y ciertos hongos del suelo.
Actualmente, se utiliza para referirse a la relacién simbidtica que estos hongos establecen con las
plantas. Las micorrizas promueven el crecimiento de las plantas, confieren a estas proteccién contra
enfermedades y contribuyen a mejorar la calidad del suelo (Siddiqui y Pichtel, 2008). Las asociaciones
micorricicas son muy abundantes en el reino vegetal. Se estima que alrededor del 74 % de todas las
especies de plantas forman micorrizas arbusculares, mientras que aproximadamente el 2 % forman
ectomicorrizas, el 9 % micorrizas orquidioides y alrededor del 1 % micorrizas ericoides (Brundrett,
2009). Las micorrizas cumplen varias funciones, como la meteorizacidn y disolucién de minerales; la
movilizacién de nutrientes; afectan los flujos de carbono del suelo; activan sistemas de respuesta a
factores de estrés y permiten posibles interacciones con otros grupos de microorganismos del suelo
(Finlay, 2008).
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3. Importancia y mecanismos de
accion de las micorrizas

La importancia de las micorrizas radica en el rol que desempeian en la activacién de elementos
nutritivos, el ciclo de nutrientes, el crecimiento de las plantas y las propiedades fisicas y quimicas
del suelo (He et al., 2020). En este sentido, casi todas las plantas terrestres establecen asociaciones
simbidticas con hongos micorricicos, los cuales regulan los ciclos de nutrientes y carbono, y tienen un
impacto directo en la estructura del suelo y la multifuncionalidad del ecosistema. Ademds, se estima
gue aproximadamente 50 000 especies de hongos se asocian con alrededor de 250 000 especies de
plantas formando micorrizas (van der Heijden et al., 2015).

Segun Kraigher et al. (2013) las micorrizas tienen la capacidad de mejorar el crecimiento de las plantas
mediante mecanismos morfoldgicos, fisioldgicos y ecoldgicos. Las micorrizas modifican el crecimiento
y la arquitectura de las raices finas, permitiendo la colonizacion de mayores volimenes de suelo y
facilitando la exploracién de compartimentos mas pequefios mediante las hifas. Ademas, las micorrizas
movilizanyliberan nutrientes mediante transportadores especificos y sistemas enzimaticos, almacenan
nutrientes, absorben selectivamente metales toxicos y aumentan la tolerancia a patégenos. Asimismo,
producen acidos organicos que modifican el pH del suelo, facilitando la absorcién de micronutrientes.
Por ultimo, las micorrizas permiten la creacion de redes de intercambio de carbono, la redistribucion
de agua y nutrientes, interactian con comunidades de animales y microorganismos, y contribuyen a
la diversidad del ecosistema.
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4. Tipos de micorrizas

La clasificacion vigente fue inicialmente propuesta por Harley y Smith en 1983 y fue confirmada por Smith y
Read en 1997 (Andrade-Torres, 2010). Esta clasificacidn distingue siete tipos diferentes de micorrizas, tomando
en cuenta tanto sus caracteristicas estructurales como el grupo taxonémico del hongo o la planta involucrada,
asi como los cambios morfoldgicos que experimentan las partes durante la formaciéon de la nueva estructura.
Smith y Read (2008) clasificaron las micorrizas en: micorrizas arbusculares, ectomicorrizas, micorrizas ericoides,
micorrizas orquidioides y micorrizas micoheterotroéficas. En la Tabla 1 se muestra la clasificacion de las micorrizas
de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas del hongo, la forma y el tipo de hifas, el nivel de penetracion en

la raiz y el tejido cortical, asi como los taxones involucrados.

Tipo de Taxones Taxones Colonizacion Vaina . -
L oo i o Vesiculas Aclorofilia
micorriza fungicos de plantas intracelular fangica
Bryophytas
Micorrizas Pteridophytas Presente
Glomeromycota phy Presente Ausente Ausente Ausente
arbusculares Gymnospermas Ausente
Angiospermas
Basidiomycota
. . Gymnospermas
Ectomicorrizas Ascomycota X Ausente Presente Presente Ausente Ausente
Angiospermas
Zygomycota
. . Basidiomycota Gymnospermas Presente Presente Presente
Ectendomicorrizas . Ausente Ausente
Ascomycota Angiospermas Ausente Ausente Ausente
Micorrizas - .
. Basidiomycota Ericales Presente Presente Presente Ausente Ausente
arbutoides
Micorrizas - .
R Basidiomycota Monotropoideae Presente Presente Presente Ausente Presente
monotropoides
Micorrizas Ericales
.. Ascomycota Ausente Presente Ausente Ausente Presente
ericoides Bryophytas
Micorrizas - .
Basidiomycota Orchidaceae Ausente Presente Ausente Ausente Presente

orquidioides

Tabla 1. Clasificacion de los tipos de micorrizas (adaptado de Siddiqui y Pichtel, 2008)
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4.1. Ectomicorrizas

Las ectomicorrizas son una simbiosis entre hongos ectomicorricicos y las raices de plantas
lefiosas, y estan ampliamente distribuidos en suelos de los bosques boreales (Rosling et al.,
2009). La simbiosis se caracteriza por la formacion de un manto fungico que cubre la raiz, una
red de hifas que se introduce entre las células de la epidermis y la corteza (red de Hartig) y un
sistema de elementos hifales que crecen hacia el exterior (micelio externo), los cuales forman
conexiones con el suelo y los esporocarpos de los hongos (Smith y Read, 2008).

Se estima que en la formacidon de ectomicorrizas interactuan alrededor de 7 000 a 10 000
especies de hongos, pertenecientes a los phylum Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycotay 8
000 especies de plantas, pertenecientes a las familias Pinaceae, Cupressaceae, Juglandaceae,
Fagaceae, Betulaceae, Tiliaceae, Salicaceae, Ulmaceae, Rosaceae, Fabaceae, Sapindacea,
Aceraceae, Myrtaceae, Ericaceae y Dipterocarpaceae (Tyub et al., 2016 citando a Harley
y Smith, 1983; Newman y Reddell, 1987; Smith y Read, 1997; Brundrett, 2009). La Figura 1
presenta diversas estructuras encontradas en las interacciones simbidticas entre raices de
Pinus montezumae con hongos del banco de esporas de la Faja Volcdnica Transmexicana.

Manual de aislamiento y produccion de hongos micorricicos arbusculareslo
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L

I

Figura 1. Morfotipos de ectomicorrizas. A) Ectomicorriza en C. finlandica; B) ectomicorriza con
Geopora sp; C) ectomicorriza con H. albocolosum; D) punta micorrizada con H. albocolosum;
E) ectomicorriza con H. helodes; F) ectomicorriza con H. leucosarx; G) ectomicorriza con H.
mesophaeum; H) punta micorrizada con H. mesophaeum; |) ectomicorriza con Peziza sp.; J)
ectomicorriza con Peziza aff. Ostracoderma; K) ectomicorriza con Pezizaceae sp.; L) punta micorrizada
con Pezizaceae spl.; M) ectomicorriza con Pezizaceae sp2. (adaptado de Garibay - Orijel et al. 2013)
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4.2. Ectendomicorrizas

Esta simbiosis ocurre principalmente entre hongos de los phylum Basidiomycota y Ascomycota,
y coniferas del género Pinus, aunque también se ha observado en algunas angiospermas.
Este tipo de micorriza combina caracteristicas de las ectomicorrizas y de las endomicorrizas,
pudiéndose observar la formacion de la red de Hartig y un cierto grado de penetracion
intracelular. Las especies mds conocidas de hongos asociados son Wilcoxina mikolae y W.
rehmii (Yu et al., 2001).

4.3. Micorrizas arbutoides

Las micorrizas arbutoides son muy similares a las ectendomicorrizas. Sin embargo, las
diferencias de estructura y los taxones de hongos implicados en su formacidn justifican su
categorizacion como un grupo diferente. Estas micorrizas presentan manto, hifas externas,
y una red de Hartig bien desarrollada, junto con abundantes hifas intracelulares (a menudo
espiraladas) en las células vegetales. Estan presentes en la familia Ericaceae, particularmente
en los géneros Arbutus spp. y Arctostaphylos spp., asi como en diversos géneros de la
subfamilia Pyrolae (Smith y Read, 2008).

4.4. Micorrizas ericoides

Las micorrizas ericoides se forman entre un grupo restringido de hongos asociados a una
diversidad limitada de especies vegetales en las familias Ericaceae, Epacridaceaey Empetraceae
(Dighton, 2009). Este tipo de simbiosis es comun en ecosistemas con climas frios y himedos;
en los que los suelos son acidos, turbosos, pobres en nutrientes y con una muy baja fijacion
bioldgica de nitrégeno (Smith y Read, 2008). De manera similar a las micorrizas arbusculares,
las hifas del hongo invaden las células corticales, generalmente de raices muy finas, en las que
forman bobinas hifales en lugar de arbusculos (Dighton, 2009).

4.5. Micorrizas orquidioides

Las micorrizas orquidioides se forman entre hongos basidiomicetos y las raices de las orquideas.
Las plantas son muy dependientes del hongo, debido a que este estimula la germinacion de
sus semillas y el crecimiento inicial de la plantula (Andrade-Torres, 2010). En particular, las
semillas de las orquideas debido a su tamafio pequeiio y embridn poco desarrollado, deben
ser colonizadas por las hifas micorricicas para absorber los nutrientes necesarios para su
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germinacion y empezar su desarrollo primario como plantula (Leake, 1994; Smith y Read,
2008; Urcelay et al., 2005). Ademas, durante las primeras etapas de desarrollo, las orquideas
carecen de clorofila (aclordfilas), por lo que son saprobias (Andrade-Torres, 2010).

Micorrizas monotropoides

Las micorrizas monotropoides son las que se forman por la simbiosis entre plantas de
la subfamilia Monotropoideae, pertenecientes a la familia de las Ericaceae y hongos de
los géneros Lactarius, Rhizopogon, Russula y Tricholoma; estas micorrizas presentan
caracteristicas de las ectomicorrizas, como un manto que envuelve las raices y la formacidn de
redes de Hartig entre las células del cdrtex de las raices; asimismo, las hifas fungicas penetran
las células epidérmicas de las raices, dando lugar a estructuras conocidas como pegs fungicos,
que son distintivas de las micorrizas monotropoides (Figura 2). Estos pegs se encargan de la
transferencia de compuestos de carbono fotosintéticos desde el hongo hacia las plantas no
fotosintéticas (Lee y Eom, 2014).

Figura 2. Estructura de las micorrizas monotropoides. A) Puntas radiculares fungicas de M.
uniflora; B) estructura gruesa del manto de la punta radicular; C) numerosos cistidios en
la superficie de la raiz; D) peg fungico (flechas). Barras de escala: 10 um (Lee y Eom, 2014)
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4.7. Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares son una simbiosis que se da entre las raices de una gran variedad
de plantas hospederas y ciertos hongos pertenecientes al phylum Glomeromycota conocidos
como hongos micorricicos arbusculares (HMA) (Smith y Read, 2008). Esta simbiosis permite
el beneficio mutuo de plantas y hongos mediante un intercambio reciproco de minerales y
recursos organicos que mejoran el estatus nutricional de ambas partes y pueden extenderse
mas alla de la zona de raices (Figura 3) (Parra-Rivero et al., 2018). Las micorrizas arbusculares
se caracterizan por que forman unas estructuras tipicas conocidas como arbusculos dentro
de las células corticales de las raices de las plantas (Smith y Read, 2008). Ademas de los
arbusculos también pueden formar vesiculas de almacenamiento, hifas inter e intracelulares,
y esporas que se desarrollan tanto dentro como fuera de las raices (Saparrat et al., 2020;
Smith y Read, 2008).

Figura 3. llustracion del sistema de raices y la formacién de

la red de micelio de los hongos micorricicos arbusculares

Este tipo de micorrizas se pueden encontrar en una amplia variedad de cultivos agricolas,
muchos arbustos, varias especies de drboles tropicales y algunas especies de arboles de
zonas templadas. También, se pueden encontrar en gimnospermas, pteridofitas, briofitas y
en ciertas plantas acuaticas. Sin embargo, las plantas pertenecientes a las familias Betulaceae,
Commelinaceae, Ericaceae, Fumariaceae y Orchidaceae no forman micorrizas arbusculares, o
lo hacen de manera muy rara (Kumar et al., 2012).

m Manual de aislamiento y produccion de hongos micorricicos arbusculareslo



Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego | Instituto Nacional de Innovacién Agraria

La simbiosis radicular con hongos micorricicos arbusculares (HMA) comienza con la formacién
del apresorio, el cual es una estructura hifal diferenciada que se adhiere a la epidermis de la
raizde la planta huésped, iniciando asi la colonizacion (Saparrat et al., 2020). La penetracion de
la raiz ocurre por medio del apresorio, en donde el hongo micorricico se introduce formando
un camino entre dos células epidérmicas; simultdneamente al crecimiento intra o intercelular
de la hifa del hongo micorrizico, la hifa terminal se diferencia en arbusculos en algunas células
corticales (Figura 4); los arbusculos no atraviesan la membrana celular de la célula, sino que
la membrana invagina a los arbusculos, formando un compartimento llamado interfase
arbuscular o interfase simbidtica, en donde se da el intercambio de nutrientes (Guzman-
Gonzales y Farias-Larios, 2005 citando a Harrison, 1997). La formacidén de los arbusculos es
el primer indicio de una colonizacién funcional porque aumenta la actividad metabdlica del
huésped; dada esta asociacién, el hongo comienza a extenderse a las raices, rizdésfera y suelo
(Saparrat et al., 2020).

Q Hifa cenocitica
Arbusculos
q
Apresorio
[ n | Vesicula

ClIlndrocentral Endodermis Células corticales

Figura 4. Estructuras de un hongo micorricico arbuscular asociado a una raiz
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Entre las principales funciones de los HMAs se encuentra la absorcion y transferencia de
nutrientes (Smith y Read, 2008), la produccidn y regulacién de ciertas hormonas vegetales;
la resistencia a patdgenos, la interaccion con otros microorganismos del suelo, la tolerancia
a condiciones de estrés y la absorcion y tolerancia (de las plantas micorrizadas) a ciertas
concentraciones de metales pesados (Jansa y Gryndler, 2010; Pozo et al., 2010; Ruiz-Lozano y
Aroca, 2010; Turnau et al., 2010).

A continuacion, se describen algunas de las funciones de los HMAs:

e Transferencia de nutrientes: el intercambio de nutrientes es una caracteristica central de
las micorrizas arbusculares, donde los hongos simbiontes obtienen carbono de la planta
en forma de carbohidratos y acidos grasos y, a cambio, las plantas se benefician por la
absorcién de fosforo y nitrégeno (Saparrat et al., 2020; Thirkell et al., 2020; Wang et al.,
2017). La Figura 5 muestra las vias directa y micorricicaimplicadas en la absorcion de fésforo
inorganico (Pi), N e iones durante la simbiosis con hongos micorricicos arbusculares (HMA).
La via directa se realiza en la interfaz suelo-raiz, donde las plantas absorben nutrientes
directamente del suelo. En contraste, la via micorricica utiliza el micelio extraradical (ERM)
para captar Pi mediante transportadores especificos de fosfato fungico. Ademas, el ERM
absorbe amonio (NH,*) y/o nitrato (NO,), que son asimilados inicialmente en glutamina
(GIn)y posteriormente en arginina (Arg). Este proceso de asimilacidon genera un desequilibrio
de protones (H*) o hidroxilos (OH’) segun el nutriente nitrogenado involucrado. El fosfato
es transportado principalmente en forma de granulos de polifosfato, cuya carga negativa
facilita el transporte simultaneo de arginina e iones metalicos desde las hifas extraradicales
hacia las intraradicales. Sin embargo, los mecanismos especificos responsables del eflujo
de Piy NH,* desde el micelio intraradical (IRM) al apoplasto interfacial ain no se han
esclarecido (Wang et al., 2017).
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Figura 5. llustracién esquemdtica de un modelo de intercambio de fosfato y compuestos de
carbono en la interfase simbidtica de las micorrizas arbusculares (adaptado de Wang et al., 2017)
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e Control de enfermedades: La colonizacion de la raiz por HMA generalmente reduce la
gravedad de las enfermedades causadas por los patégenos. La reduccién de los dafios puede
deberse a cambios en el crecimiento y la morfologia de las raices, cambios histopatolégicos
de las raices, cambios fisioldgicos y bioquimicos dentro de la planta, cambios en la nutricién
de la planta huésped, modificacion de las poblaciones microbianas del suelo, competencia
por sitios de colonizacién y fotosintatos, activacion de mecanismos de defensay parasitismo
de nematodos por HMA (Siddiqui et al., 2008).

e Tolerancia a estrés causados por metales pesados: el comportamiento de los HMAs
respecto a la absorcion y transporte de metales pesados es variable, en algunos casos
las plantas micorrizadas tienen una mayor absorcién y translocacién de metales pesados
mientras que en otros casos los metales pesados quedan inmovilizados en el suelo. El
resultado de la colonizacién micorricica en la remediacién de suelos contaminados depende
de la combinacién planta - hongo - metal pesado y es influenciada por las condiciones
fisicoquimicas del suelo. Sin embargo, en muchos casos los HMA funcionan como una
barrera (Siddiqui et al., 2008).

e Mejora de la produccion: la simbiosis micorricica ha demostrado que puede beneficiar el
crecimiento de muchos cultivos agricolas, en gran medida debido a la red de hifas que se
desarrollan en el suelo, una mejor explotacion de los nutrientes y una mejor absorcién de
los mismos (Smith y Read, 2008).

e Restauracion de ecosistemas nativos: el uso de los HMAs puede ser una estrategia para
permitir la restauracion de ecosistemas dado que las plantas micorrizadas tienen mejor
capacidad para establecerse, tolerar y afrontar condiciones de estrés como la deficiencia
de nutrientes, sequia y alteracion del suelo (Siddiqui et al., 2008, citando a Barea et al.,
1997). Adicionalmente, el micelio de los hongos (Figura 6), permite que haya una mejor
agregacion de las particulas de suelo y permiten el reciclaje de nutrientes (Siddiqui et al.,
2008).
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Figura 6. Desarrollo de micelio fingico sobre materia organica
en descomposicion en un ecosistema de bosque secundario

Los hongos micorricicos arbusculares pertenecen a un grupo de hongos dentro del phylum
Glomeromycota aunque su clasificacion dentro de este phylum aulin se encuentra en constante
cambio y debate (Tedersoo et al., 2018). Estudios como el de Oehl et al. (2011) los agrupan en
tres clases dentro de este filo, con aproximadamente 200 especies descritas.
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La clasificacién taxondmica de los hongos micorricicos arbusculares propuesta por diversos
autores (Oehl et al., 2011; Oehl y Sieverding, 2004; SchiiRler y Walker, 2010; Sieverding y
Oehl, 2006) es la siguiente:

Phylum Glomeromycota
Subphylum Glomeromycotina

Clase Glomeromycetes

Orden Glomerales
Familia Glomeraceae
Familia Claroideglomeraceae

Orden Diversisporales
Familia Diversisporaceae
Familia Acaulosporaceae
Familia Entrophosporaceae
Familia Pacisporaceae

Orden Gigasporales
Familia Gigasporaceae
Familia Scutellosporaceae
Familia Racocetraceae
Familia Dentiscutataceae

Clase Paraglomeromycetes
Orden Paraglomerales
Familia Paraglomeraceae

Clase Archaeosporomycetes
Orden Archaeosporales
Familia Archaeosporaceae
Familia Ambisporaceae
Familia Geosiphonaceae
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A continuaciodn, se describen los principales géneros de hongos micorricicos arbusculares:

e Glomus: esta conformado por alrededor de 85 especies. Se caracteriza porque las esporas
se producen sobre una hifa de sostén, pueden ser solitarias, en agregados laxos o en
esporocarpos. Las esporas son glomoides, tienen una pared con varias capas, originadas
a partir de la hifa esporogénica, la que usualmente queda unida a la espora madura. Se
encuentran en la parte superficial o cerca de la superficie del suelo (Bagyaraj y Stirmer,
2012; Redecker y Raab, 2006; SchiiRler y Walker, 2010).

e Gigaspora: estd conformado por cinco especies. Las esporas son formadas en una célula
esporogénica bulbosa que germinan a través de la pared de la espora, después de la
formacion de una capa papilada, en la parte interna de la pared de la espora. No forman
vesiculas, el micelio intraradical usualmente es enrollado y el micelio extraradical posee
células auxiliares (Bagyaraj y Stiirmer, 2012; Redecker y Raab, 2006).

e Scutellospora: esta conformado por alrededor de 30 especies. La formacién de las esporas
y las hifas son muy similares a las de Gigaspora. Sin embargo, este género se caracteriza
porque las paredes internas de las esporas son flexibles y se mantienen asi en las esporas
maduras (Bagyaraj y Stiirmer, 2012; Redecker y Raab, 2006).

e Acaulospora: este género esta conformado por alrededor de 31 especies. Se caracteriza
por la posicion del saculo esporifero producido lateralmente. Las esporas se caracterizan
porque tienen paredes internas flexibles y se forman en un saculo esporifero, que deja una
cicatriz en la superficie de la espora. Durante la germinacion de las esporas se produce una
estructura membranacea en la parte interior de las paredes de la espora conocida como
orbe germinativo (Bagyaraj y Stlirmer, 2012; Redecker y Raab, 2006). Las vesiculas difieren
en forma, algunas con protuberancias y otras con concavidades. Las hifas intraradicales
son rectas o enrolladas cerca de los puntos de entrada. La micorriza se tifie débilmente
(Bagyaraj y Stirmer, 2012).

e Entrophospora: el género Entrophospora incluye cinco especies. morfoldgicamente es muy
similar a Acaulospora. Se caracteriza porque el saculo esporifero estd formado dentro de
la hifa subtendida y porque las esporas poseen dos cicatrices en la superficie de la pared
(Bagyaraj y Sturmer, 2012).
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e Pacispora: estd conformado por siete especies. En este género las esporas son formadas de
la misma manera que Glomus. Su pared externa y germinal estan formadas por tres capas,
la segunda capa de la pared germinal reacciona al reactivo de Melzer, la pared germinal
tiene paredes internas flexibles. Ademas, Pacispora forma orbe de germinacién (Bagyaraj y
Stirmer, 2012; Redecker y Raab, 2006).

e Glomus-Grupo C: las especies de este género se agruparon en base a andlisis filogenéticos
de ADN ribosomal, en el que se determiné que Glomus-Grupo C estd mas emparentado con
la familia Acaulosporaceae que con la familia Glomeraceae. Este género incluye especies
como Diversispora spurca (Redecker y Raab, 2006).

e Archaeospora: forma esporas terminales sobre una hifa de sostén o como una ramificaciéon
similar a la estructura de un sdculo esporifero. Son dimérficas, tomando formas
acaulosporoides o glomoides. Los arbusculos e hifas intrarradicales se tifien débilmente.
Las vesiculas y células auxiliares no estan diferenciadas. La pared de la espora estad formada
por tres o cuatro capas y no se forma una verdadera bicapa germinal (Bagyaraj y Stlirmer,
2012).

e Geosiphon: estd conformado por un Unico miembro llamado Geosiphon pyriformis.
Ademas, este hongo forma una simbiosis muy particular, pues es el Unico que se asocia con
una cianobacteria (Redecker y Raab, 2006).

e Paraglomus: incluye dos especies conocidas, estas son P. occultum y P. baccatum (Bagyaraj
y Stlirmer, 2012). Las esporas se forman de manera similar a las del género Glomus; son
pequenas y hialinas, y bajo un microscopio éptico no se pueden diferenciar de las esporas
de Glomus. Sin embargo, Paraglomus a diferencia de Glomus se caracteriza por que las
estructuras intraradicales, al ser sometidas a procesos de tincidon usando colorantes acidos
no se tifien o se tifien débilmente (Redecker y Raab, 2006).
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5. Métodos para la evaluacion de
hongos micorricicos arbusculares

5.1. Muestreo rizosférico para la evaluacién de hongos micorricicos
arbusculares

La toma de raices es el paso inicial para la evaluacion de HMA por lo que es de crucial importancia para
varios tipos de andlisis relacionados a la evaluaciéon de HMA. La herramienta mas comun para realizar
este muestreo es una pala recta. Las muestras de suelo de campo deben tomarse de la rizosfera (suelo
de la zona radicular de una planta) a una profundidad del suelo donde ocurre la mayor proliferacion
de raices, ubicada generalmente entre 0 y 20 cm de profundidad. El suelo rizosférico esta compuesto
de suelo, fragmentos de raices secas, esporas de HMA, esporocarpos y fragmentos de hifas (Habte y
Osorio, 2001).

El método mdas usado para la tincién de raices y la observacion de HMAs es el que describen Phillips
y Hayman (1970). Sin embargo, este utiliza una serie de sustancias toxicas, por lo que diferentes
modificaciones han sido propuestas. Koske y Gemma (1989) modificaron este método de tincién
eliminando varios reactivos téxicos como el fenol, la formalina, el acido acético y otros, reduciendo
considerablemente los riesgos asociados y permitiendo una adecuada tincién en las raices de diversas
plantas, incluyendo angiospermas como el tomate y la fresa (Figura 7), asi como helechos, licopodios,
psilofitas y briofitas. El procedimiento de Koske y Gemma (1989) se describe a continuacién:

e Tomar una muestra de la planta a analizar, teniendo cuidado de no dafiar las raices de la planta.
Lavar las raices con agua corriente cuidadosamente para retirar los restos de suelo o sustrato que

puedan contener.

e Separar las raices de la parte aérea y seleccionar las raices mas jévenes, finas y menos pigmentadas
gue se puedan obtener de la muestra.
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e QOpcional: Silas raices no serdn evaluadas inmediatamente, pueden ser conservadas en solucién de
etanol al 50 % o alcohol isopropilico.

e Colocar 3 g de raices frescas o conservadas en un tubo de vidrio, agregar 40 ml de KOH al 2.5 %
(p/v). Otras concentraciones de KOH (2 - 10 %) también pueden ser usadas dependiendo del grosor
y pigmentacién de las raices.

e Esterilizar los tubos con las raices y el KOH en la autoclave a 121 °C por 3 minutos o calentar en bafio
maria a 90 °C durante 10 a 30 minutos. Es importante mantener una buena ventilacién durante
este paso dado que los vapores del KOH son cdusticos. La sensibilidad de las raices al KOH varia
entre especies y es afectada por la concentracién de la solucién de KOH, la temperatura y tiempo
del tratamiento térmico y el grosor de las raices.

e Descartar la solucion de KOH y enjuagar las raices con agua varias veces (generalmente 4 o 5
enjuagues son suficientes).

* Opcional: Agregar una solucion de peroxido de hidrégeno alcalinizada (3 ml de NH,OH al 20 % en
30 ml H,0, al 3 %) y dejar actuar por 10 a 45 minutos. También se puede utilizar una solucién de
hipoclorito de sodio al 0.525 %. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que el uso de esta solucion
reduce la intensidad de tincidn. Descartar la solucién de perdxido o hipoclorito y enjuagar las raices
con agua.

e Agregar 400 50 ml de una solucién de HCl al 1 %. El volumen de HCl usado debe ser de alrededor de
20 o 50 veces el volumen de las raices. Dejar actuar la solucién de HCl durante la noche (12 horas).

e Descartar la solucion de HCl y agregar una soluciéon de azul de tripano 0.05 % en glicerol acidificado
(500 ml de glicerol, 450 ml de H,0 y 50 ml de HCl al 1 %).

e Esterilizar las muestras en el autoclave 121 °C por 3 minutos o colocar en bafio Maria a 90°C por 15
a 60 minutos.

e Descartar la solucion de azul de tripano y agregar una solucién de glicerol acidificado. Para la
mayoria de los casos este paso se realiza a temperatura ambiente. Sin embargo, para aquellas
raices que retienen el colorante excesivamente es recomendable colocar la muestra en bafio maria
hasta calentar la muestra.

m Manual de aislamiento y produccion de hongos micorricicos arbusculareslo



Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego | Instituto Nacional de Innovacién Agraria

Figura 7. Raices tefiidas utilizando el método de Koske y Gemma (1989).
(A) Raices de fresa sin micorrizacion (B) Raices de tomate micorrizadas

5.2. Medicion de la colonizacion de raices
Existen diferentes métodos para la medicion de la colonizacidn de raices por HMAs. Uno de estos
implica el conteo de las intersecciones de lineas de cuadricula, descrito por Giovannetti y Mosse,
(1980). A continuacion, se describird el mencionado método adaptado por Bagyaraj y Stiirmer (2012)
(Figura 8):
e Cuadricular la base externa de una placa Petri con cuadriculas de 1.1 x 1.1 cm de longitud.

e Extender las raices tefiidas sobre la placa Petri cuadriculada.

e Colocar la placa bajo la lente de un estereoscopio (40 X) explorando las lineas horizontales y
verticales.

e Registrar el nimero de intersecciones entre las lineas de las cuadriculas y las raices y el numero de
intersecciones entre las lineas de la cuadricula y las raices micorrizadas.

e Calcular el porcentaje de colonizacidn micorrizica (% CM) utilizando la férmula.
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IRM
% CM = |———| X 100 %
IRT

Donde:
IRM: Numero total de intersecciones entre las lineas de la cuadricula y las raices micorrizadas.

IRT: Numero total de intersecciones entre las lineas de la cuadricula y el total de raices.

1.1 mm

1.1 mm

Raices

S — HMAs
® Interseccion

Figura 8. Esquema de una placa Petri con raices tefiidas para
calcular la micorrizacion por el método de interseccion de linea

En la Figura 8 se representa una placa Petri sobre la cual se han montado raices tefiidas para
determinar el porcentaje de colonizacién. Como se puede observar hay un total de 35 intersecciones
entre las lineas de las cuadriculas y el total de raices (15 intersecciones verticales y 20 intersecciones
horizontales). Ademads, se pueden observar que hay 24 intersecciones entre las lineas de las cuadriculas
y las raices micorrizadas. Por lo tanto, el porcentaje de colonizacién en esta muestra de raices
seria de 68.6 %.
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5.3. Extraccion de esporas de hongos micorricicos arbusculares del suelo

Las esporas de los HMAs son las unidades reproductivas que permiten a estos hongos establecer
nuevas asociaciones micorricicas con las plantas hospederas y desempefian un papel crucial en la
propagacién. En la Figura 9 se muestra una espora de HMA.

Figura 9. Microfotografia 40X de una espora de HMA

El método base utilizado para la extraccién de esporas de HMAs es el que describen (Gerdemann y
Nicolson (1963). En Algunas modificaciones a este método fueron realizadas por Bagyaraj y Stlirmer
(2012). Para la extraccion de esporas de HMA se usara el método desarrollado por Gerdemann vy
Nicolson (1963) y adaptado por Bagyaraj y Stiirmer (2012).

e Tomar 100 g de la muestra rizosférica de suelo y colocarla en un envase con tapa o vaso de
precipitado.

e Agregar 500 mL de agua y agitar con una baqueta, hasta disgregar las particulas de suelo, dejar
reposar 30 segundos.

e Pasar la suspensidn (sobrenadante) a través de dos tamices anidados con abertura de malla de 710
pum y 45 um.Colocar el material retenido en el tamiz de 710 um en una placa Petri y observar bajo

el estereoscopio para observar esporas.

e Trasvasar el material retenido en el tamiz de 45 pum a un vaso de precipitado y luego resuspender
este material, colocandolo en un tubo de centrifuga que contenga un gradiente de sacarosa de

20 - 60 %.
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e Centrifugar los tubos a 2000 rpm durante 60 segundos.

e Vaciar el sobrenadante en el tamiz de 45 um y lavar con agua corriente para quitar el exceso de
sacarosa.

e Transferir el material retenido en el tamiz de 45 um a una placa Petriy bajo el microscopio recolectar

las esporas en una luna de reloj con ayuda de una aguja Kolle.
5.4. Evaluacion de propagulos infectivos

Este método se basa en una serie de diluciones decimales de suelo en donde la presencia o ausencia

de colonizacién micorricica se registra y da como resultado el nimero mas probable de propagulos

infectivos, basandose en una tabla estadistica. EIl método descrito en este manual sera el propuesto

por Bagyaraj y Stirmer (2012).

e Pesar 30 g de suelo de campo o inoculante, colocarlo en una bolsa de pldstico limpia y afiadirle 270
g del sustrato o suelo esterilizado. Agitar la mezcla para homogeneizar y asi obtener una dilucién

de 10

e Tomar 30 g de la dilucién anterior y colocarlo en otra bolsa que contiene 270 g de suelo sustrato
estéril. Agitar bien para obtener una dilucién de 102

e Repetir el paso anterior hasta alcanzar diluciones de 10* a 10® 0 mas, de ser necesario.

e Distribuir el suelo de cada dilucidn en los tubos u hoyos de la almaciguera, haciendo 5 réplicas para
cada dilucidn.

e Sembrar las semillas de la planta hospedera seleccionada en cada tubo u hoyo de la almaciguera.

e Desahijar los tubos o almacigueras dejando solo una planta en cada uno, después que estas
germinen.

e Dejar crecer las plantas en un invernadero o en una cdmara de crecimiento durante seis semanas.

Remover las plantas y realizar la tincion de raices de acuerdo con el punto 5.1 de este manual.
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e Determinar la presencia o ausencia de colonizacidon micorrizica en cada réplica con un microscopio
de diseccion. El nimero de tubos positivos en diluciones diferentes se utilizan para calcular los
valores del nimero mas probable.

En la Figura 10 se muestra un ejemplo de uno de los posibles resultados obtenidos en una prueba
para determinar los propagulos infectivos. Se puede observar que en la dilucién 10! los cinco tubos
fueron positivos, del mismo modo en la dilucién 107, cinco tubos fueron positivos, en la dilucién 103
tres tubos fueron positivos y en la dilucién 10 dos tubos fueron positivos. Por lo tanto, la secuencia
numeérica obtenida seria 5 -5 - 3 - 2. Para calcular el nUmero mas probable (NMP) solo son necesarios
los 3 ultimos numeros de una secuencia por lo que nuestra secuencia seria 5- 3 - 2. El cdlculo de
propagulos infectivos se realiza utilizando una tabla de nimero mds probable y multiplicando el valor
obtenido de la tabla por el reciproco de la dilucién.

Usando la tabla del NMP el valor dado para esta combinacidn (5 - 3 - 2) de plantas positivas es 140. Para
obtener el NMP de propagulos infectivos de HMA en la muestra, este valor debe de ser multiplicado
por el inverso de la dilucién que genera el primer digito de la combinacién (5 - 3 - 2) en este caso 102
Por lo tanto, el suelo tiene 140 x 10? propagulos infectivos por gramo de suelo.

% & & o
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=. (%. e @.} 8 s maste

Figura 10. Esquema de la metodologia de evaluacion de
propagulos infectivos por el método del nimero mas probable
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5.5. Produccién de inéculos de hongos micorricicos arbusculares

La produccion de inéculos de HMAs se realiza utilizando el método que describen Miyasaka et al.
(2003):

Desinfectar las semillas de la planta hospedera seleccionada remojandolas en una solucion de lejia
(lejia doméstica 10 %) o una solucidn de hipoclorito de sodio (NaClO al 0.5 %) por 5 a 10 minutos.

e Colocar papel toalla sobre una placa Petri y humedecerlo con agua estéril. Sobre esta superficie
himeda colocar las semillas desinfectadas. Posteriormente la placa Petri deberd ser cubierta con
su tapa o en su defecto colocada dentro de una bolsa plastica para evitar contaminacion. Luego, se
debe esperar durante tres o cuatro dias hasta que las semillas germinen.

e Preparar el sustrato de crecimiento para las semillas usando roca basaltica triturada (menos de
% pulgadas) o arena de cuarzo. También se puede usar como sustrato una mezcla de turba con
vermiculita, perlita o ceniza volcanica en una proporcion 1:3 (v/v). Es importante que el sustrato
de crecimiento contenga bajos niveles de fdsforo, dado que altos contenidos de este elemento
causaran que no se forme la asociacion simbidtica entre el hongo vy las raices.

e Esterilizar el sustrato de crecimiento colocandolo en autoclave u olla a presién a 100 °C por 60
minutos. Dejar enfriar y utilizar inmediatamente.

e Colocar el sustrato en macetas de 6 a 10 pulgadas de didmetro.

e Agregar y mezclar el indculo de HMA con el sustrato en una proporcion 1:20 (v/v) o pesar 5 a 10
gramos de indculo y colocar en los hoyos de plantacién al momento de la siembra. El indculo de
HMAs puede ser un producto comercial o una cepa aislada como parte de una investigacion.

e Plantar de dos a seis semillas germinadas en cada maceta y colocar las macetas en un invernadero,
casa malla o tinglado, procurando que estén protegidas de la lluvia y el polvo para minimizar la

contaminacion.

e Regar las plantas durante 14 semanas.

m Manual de aislamiento y produccion de hongos micorricicos arbusculareslo



Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego | Instituto Nacional de Innovacién Agraria

e Aplicar semanalmente a cada maceta 1 cucharadita de algun fertilizante de liberacién lenta y
bajo contenido en fésforo. Por ejemplo, pueden ser usados fertilizantes de liberacidn lenta con
concentracionesde 19-5-12017-6-10(N-P -K).

e Evaluar la formacién de micorrizas usando el método descrito en el acapite 5.1 en la sexta semana
después de la siembra. El periodo para realizar las evaluaciones puede variar dependiendo de las

condiciones ambientales.

e Esperar el desarrollo de las plantas durante 16 semanas. Al cabo de este periodo, cortar la parte
aérea de las plantas y descartar.

e Verter el contenido de la maceta en una manta limpia y, con ayuda de una tijera de podar, cortar las
raices en pequefios fragmentos y mezclarlo.

e Guardar esta mezcla en el refrigerador o en un lugar fresco y seco. Este inéculo puede almacenarse
por un afio.
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5.6. Inoculacién de micorrizas en plantas
La inoculacién de micorrizas se realiza utilizando el método descrito por Miyasaka et al. (2003):

e Desinfectar las semillas de la planta hospedera seleccionada remojandolas en una solucién de
lejia al 10 % o una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO al 0.5 %) por 5 a 10 minutos. Esta
técnica de desinfeccion es util para una variedad de semillas. Sin embargo, las concentraciones de
desinfectante y el tiempo de desinfeccién deben ser evaluados. Por otro lado, para semillas que se
encuentran en latencia se debe realizar otros tratamientos, como, por ejemplo, remojar la semilla
en agua caliente, escarificar, etc. dependiendo de la especie con la que se trabaje.

e Colocar un papel toalla en una placa Petri y humedecerlo con agua estéril. Colocar las semillas
desinfectadas sobre su superficie. Posteriormente, la placa Petri deberd ser cubierta con su tapa
o en su defecto colocada dentro de una bolsa plastica para evitar contaminacién. Luego, se debe
esperar durante tres o cuatro dias hasta que las semillas germinen.

e Preparar el sustrato de crecimiento para las semillas usando una mezcla de turba con vermiculita,
perlita o ceniza volcanica en una proporcion 1:3 (v/v). Es importante que el sustrato de crecimiento
contenga bajos niveles de fésforo, dado que altos contenidos de este elemento causaran que no se
forme la asociacién simbidtica entre el hongo y las raices.

e Esterilizar el sustrato de crecimiento colocandolo en autoclave u olla a presién de 100 °C a mas por
60 minutos. Dejar enfriar y airear durante 2 a 7 dias para lograr la liberacién de posibles sustancias
toxicas que hayan sido generadas durante la desinfeccion.

e Agregar y mezclar el indculo de HMA con el sustrato en una proporcién 1:20 (v/v) o pesar 5 a 10
gramos de indculo y colocar en los hoyos de plantacién al momento de la siembra.

e Plantar las semillas germinadas en cada maceta y colocar las macetas en un invernadero, casa malla
o tinglado y regar las plantas.

e Aplicar semanalmente a cada maceta 1 cucharadita de algun fertilizante de liberacidn lenta y
bajo contenido en fésforo. Por ejemplo, pueden ser usados fertilizantes de liberacion lenta con
concentracionesde 19-5-12 (N - P - K). Sin embargo, la cantidad de fertilizante aplicado dependera
de la especie vegetal y el tamafio de la maceta.
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