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Guia practica Propagacion de la micorriza arbuscular

Presentacion

PRENDAMOS en territorios cafetaleros” es una coleccion de docu-
mentos disenados para quienes vivimos, cultivamos, comemos, es-
tudiamos, trabajamos e investigamos en estos territorios. Son una
co-construccion realizada a través de un trabajo participativo entre un gru-
po de personas académicas, productoras, organizaciones civiles y de base

social, sustentada en dialogo de saberes.

Plantea soluciones de experiencias piloto y narraciones de las lecciones
aprendidas y seleccionadas por ser buenas practicas para la produccion y
alternativas econdmicas, con la finalidad de motivar el aprendizaje, propa-
gar estas experiencias con las personas interesadas y aquellas involucra-
das en la formacion de capacidades locales, asi como también, fomentar
el cuidado del ambiente y de la salud alimentaria sin el uso de agroquimi-
cos. Es importante recordar que el uso consciente y responsable de nues-
tro entorno local garantiza un futuro mas prdospero para nuestras familias y

comunidades.

La presente guia tiene como finalidad ofrecer un material de apoyo al perso-
nal técnico, productoras y productores con interés de fortalecer la practica
de produccion de la micorriza arbuscular (MA), ponerla a prueba y desarro-

llar nuevas experiencias.

Estos métodos fueron seleccionados como una alternativa para aprovecha-
miento en fines productivos, pues las MA disminuye la erosion en lo suelos,
favorecen la actividad bioldogica, ayuda a formar agregados estables o terro-
nes con espacios porosos, mejora la infiltracion del agua y acelera el creci-

miento de la planta.

Los beneficios que la MA confiere a los cultivos, han despertado el interés
en el area de la agricultura. Por ello, se ha identificado la importancia de es-
tablecer métodos para la propagacion de hongos micorricicos arbusculares
(HMA), que permita su aplicacion y favorecer su actividad en los campos de

cultivo. Estas técnicas se explicaran a lo largo de este escrito.

Este manual es el producto de un didlogo de saberes en el marco del Pro-
yecto Sistemas Socioecologicos Sustentables en Territorios Cafetaleros del
Sureste de México, Segunda Fase, financiado por CONACHYT, 319068.
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Micorriza arbuscular

a micorriza arbuscular (MA) es la simbiosis mutualista que se estable-
ce entre algunos hongos del suelo, que se conocen como hongos mico-
rricicos arbusculares (HMA), y la mayoria de las plantas terrestres. Su
importancia en la agricultura radica en la funcion de enlace que tiene la red
de micelio del hongo adentro y afuera de la raiz, para conectar a las plantas
con minerales y agua, con los microorganismos y con otras plantas, desde
donde influye positivamente en la produccion de los cultivos y en la conser-

vacion de los suelos.

Las plantas que desarrollan la MA adquieren mayor capacidad para ab-
sorber nutrimentos y agua; también obtienen proteccion frente al ataque de
patogenos con origen en el suelo, aumentan la longevidad de sus raices, tie-
nen mayor tolerancia a la sequia y la salinidad, y soportan mejor el estrés al
trasplante. Los HMA reciben a cambio una fraccion del carbono que ha sido

fijado por las plantas a través de la fotosintesis.

Propagacion de la micorriza arbuscular

Los HMA son simbiontes obligados que dependen de plantas hospederas
para completar su ciclo de vida. Esto implica que no pueden ser propagados
en medios de cultivo artificiales en el laboratorio. Por lo tanto, en su propa-
gacion se utilizan plantas que se conocen como “plantas trampa”, debido a
que tienen la capacidad de desarrollar altos niveles de colonizacion en sus
raices y favorecen la esporulacion de HMA. Estos dos elementos son de im-
portancia porque tanto las raices con hifas del hongo, como el suelo con mi-
celio externo y esporas del hongo, actian como propagulos micorrizogenos,

es decir son la semilla a partir de la cual se desarrolla la MA.



Obtencion de propagulos micorrizogenos

La eleccion del lugar en donde se obtendra la semilla de la MA y la época de
su recolecta son elementos clave al inicio del proceso de propagacion. Por
lo regular, en la temporada seca del anho los HMA esporulan con mayor in-
tensidad y las raices presentan mayores niveles de colonizacion. También,
los terrenos agricolas que han sido manejados con alta diversidad vege-
tal, con asociacion o rotacion de cultivos, con un bajo nivel de disturbio del
suelo y sin aplicacion de agroquimicos, tienen un amplio potencial para ob-
tener propagulos micorrizdgenos nativos que podrian utilizarse en la pro-
pagacion. Por ejemplo, se encontrd que el cafetal con manejo organico y la
milpa con abono verde-cultivo de cobertura (AVCC), son sistemas de cultivo
que contienen una alta riqueza de especies de HMA (Pérez-Luna et al. 2012;
Robles-Gonzalez et al. 2023). Asimismo, otros estudios mostraron que los
ecosistemas naturales contienen una alta diversidad de HMA (Alvarez-San-
chez et al 2019).

Los arbustos de café son plantas hospederas que albergan un nivel favo-
rable de propagulos micorrizogenos. En este caso, se eligen cafetos sanos y
productivos, y se extraen muestras de raices finas con suelo adherido a una
profundidad de 20 cm en la zona de goteo alrededor del arbusto. Las mues-
tras se conservan en bolsas de polietileno en un lugar fresco y protegido de
la luz directa del sol o en refrigeracion a 4°C. La presencia de la MA se veri-
fica mediante técnicas de laboratorio que consisten en el clareo y tincion de
las raices para examinar si estan colonizadas, asi como en la extraccion y el

conteo de esporas del suelo (ver el recuadro correspondiente).
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Figura 1. Recolecta de propagulos micorrizogenos del cafetal:

c) Propagulos micorrizégenos del cafetal (esporas y
raices colonizadas).
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Recuadro 1. Método de clareo y tincion de raices

La técnica de clareo y tincion de Phillips y Hayman (1970) se utili-
za para facilitar la observacion de la MA en las raices. Para esto,
se realiza lo siguiente:

1) se extraen las raices finas de la muestra y se lavan con agua
para eliminar el suelo adherido (se recomienda el uso de un cola-
dor o tamiz para evitar la pérdida de raices);

2) se colocan las raices en un frasco y se adiciona una solucion de
hidroxido de potasio (KOH 10% en agua) hasta que las raices es-
tén totalmente cubiertas. Se mantiene las raices con la solucion
durante 60 minutos a 90°C, o durante toda la noche a temperatu-
ra ambiente, después se retira la solucion y se lavan las raices
con agua;

3) se acidifican las raices mediante una inmersion breve en una
solucion de acido clorhidrico diluido (HCL 0.IN), después se retira
la solucidn y las raices ya no se lavan;

4) se adiciona a las raices el colorante azul tripano al 0.05% en
lactoglicerol (acido lactico, glicerol, agua destilada 1:1:1), durante
30 min a 90 °C. Las raices tefiidas pueden mantenerse en la solu-
cion de tincion hasta que se enfrien, luego se retira la solucion de
tincion y se agrega agua destilada;

5) se colocan las raices en un portaobjeto y se examinan con un
microscopio de luz transmitida, entonces se observa la coloniza-
cion que presentan.

Adicionalmente se puede determinar el porcentaje de coloniza-
cion en tres campos de cada segmento de raiz y se registra la
presencia o ausencia de estructuras, como hifas cenociticas, ve-
siculas, arbusculos y esporas (Giovannetti y Mosse, 1980). Para
obtener el porcentaje de colonizacion se divide el numero de
campos colonizados entre el nimero de campos observados y se
multiplica por 100 (Sieverding, 1983).
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Recuadro 2. Método de extraccion de esporas de HMA

Las esporas de HMA se extraen con la técnica de tamizado hu-
medo y decantacion de Gerdemann y Nicolson (1963). Esta con-
siste en:

1) se toma una muestra de 50g de suelo o del material al que se
extraeran las esporas (se retiran piedras o particulas mayores de
2 mm manualmente);

2) se mezcla la muestra con agua en un recipiente de un litro y se
agita vigorosamente, se deja decantar (reposar) durante 30 se-
gundos; luego se vierte la suspension a través de tamices con
distinto tamafio de diametro (250, 100 y 40 um). Este proceso de
lavado y decantacion (reposo) se repite hasta que el agua salga
limpia;

3) las raices y restos organicos mayores son recogidos en el tamiz
mas grueso, mientras que las esporas quedan retenidas en los
tamices mas finos. Se recupera el material obtenido en el tamiz
mas grueso y se observa en el estereoscopio para separar, pesar 0
y procesar las raices para obtener el porcentaje de colonizacion;

4) el material obtenido en los tamices mas finos se vierte sobre
un papel de filtro en un embudo. El papel filtro puede estar pre-
viamente marcado con lineas separadas a Tmm entre si para fa-
cilitar el conteo de las esporas;

5) se coloca el papel filtro con la muestra en una caja de Petriy se
observa con un microscopio estereoscopico la presencia de espo-
ras, se cuentan y se agrupan por tamafo, color y ornamentacion.

Adicionalmente, se puede mejorar la separacion de las esporas
mediante la centrifugacion con sacarosa. Para ello se depositan
las muestras retenidas en los tamices mas finos en tubos de cen-
trifuga y se centrifuga durante 5 minutos a 2500 revoluciones por
minuto (RPM). Se elimina cuidadosamente el sobrenadante y se
revuelve el sedimento en una solucion de sacarosa al 60% para
centrifugar de nuevo durante 1 minuto a 1200 RPM. Se vierte el so-
brenadante con las esporas de cada tubo por separado sobre el
tamiz mas fino y se lava cuidadosamente para eliminar los res-
tos de sacarosa. Se vierte el contenido del tamiz sobre un papel
filtro sostenido en un embudo y se sigue los pasos 4 y 5 descri-
tos con anterioridad.
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Aplicacion de propagulos en plantas trampa

para propiciar su propagacion

El modulo de propagacion puede ser a pequefia o a gran escala, en funcion
de la cantidad de biofertilizante que se requiera producir. Es recomenda-
ble iniciar con una produccion a pequefia escala para generar el indculo que
sera necesario para escalar volimenes mayores de produccion. Para ello
se utilizan macetas o canteros de propagacion de diferentes tamafios, con
sustratos a base de suelo, mezclas de suelo con arena, o de suelo con are-
na y abono. Los sustratos se esterilizan en autoclave a presion de vapor o
por solarizacion para evitar la presencia de organismos indeseables. La so-
larizacion se realiza mediante la exposicion del suelo directamente al sol, de
preferencia con el suelo himedo y cubierto con plastico transparente, du-

rante 3 a 4 semanas en la temporada mas calurosa del afio.

Con el sustrato preparado se llena la maceta o el cantero. Este ultimo se
puede construir sobre el propio suelo, mediante la extraccion de la capa su-
perficial a una profundidad de 25cm y el apisonamiento del subsuelo, en un
area de terreno plano con dimensiones variables de acuerdo con la cantidad
que se espera producir y la facilidad de su manejo. El area excavada se ais-
la con una fina capa de arena que a su vez facilite el drenaje y se rellena con
el sustrato a utilizar, el cual puede ser el suelo extraido luego de haber sido

solarizado y mezclado con abono organico.

Las raices y el suelo adherido con la MA, que se recolectaron en el cam-
po como fuente de indculo, se desmenuzan finamente con un machete o
un molino y se aplican debajo de la semilla de la planta trampa en la siem-
bra. Entre las especies que han sido utilizadas como plantas trampa se en-
cuentran: pasto insurgente (Brachiaria brizantha), pasto senal (Brachiaria
decumbens), sorgo forrajero (Sorghum vulgare), zacate bahia (Paspalum
notatum), maiz (Zea mays), frijol (Phaseolus vulgaris), trébol (Trifolium pratense),

cebolla (Allium cepa), entre otras (Fernandez, 2003; ljdo ef al 2011).

Las plantas trampa se dejan crecer por un periodo de 4 a 6 meses, con
deshierbe manual y aplicacion de riego con agua corriente de acuerdo con
las necesidades de las plantas. Después de ese tiempo se recomienda re-

colectar una muestra proveniente de las macetas o los canteros y analizar
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la colonizacion micorricica de las raices y el nimero de esporas. En fun-
cion del resultado que se obtenga el biofertilizante estara disponible para

su cosecha.

Figura 2. Cantero para la propagacion de la micorriza arbuscular:

12

Py . &

b) Desarrollo de la planta trampa.

% s bl < -
¢) Cosecha de raices con suelo adherido.
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Cosecha y aplicacion del biofertilizante micorricico

En la cosecha se procede a separar la parte aérea y se deja secar el sustra-
to a temperatura ambiente, el cual contendra las raicillas colonizadas, el mi-
celio externo y las esporas que en su totalidad constituyen el biofertilizante
micorricico. El biofertilizante se desmenuza finamente con machete o moli-
no y puede utilizarse para aplicarlo a las plantas de interés o almacenarse
por un periodo de tiempo no mayor a dos meses a una temperatura de 4°C
(Fernandez, 2003).

La aplicacion del biofertilizante micorricico se lleva a cabo de manera que
se permita un estrecho contacto de éste con las semillas o las raices de las
plantulas del cultivo de interés. En el caso del café (Coffea arabica) |a bio-
fertilizacion se realiza al momento de la siembra del almacigo o durante el
trasplante de plantulas en estadio de “soldadito” o “mariposita”, colocando el
biofertilizante debajo de las semillas y cubriendo con una capa delgada de
sustrato, o alrededor de las raices de las plantulas en el hoyo del trasplante
en las bolsas de vivero. En otros cultivos, como el maiz (Zea mays), las se-
millas se humedecen ligeramente con agua y después se agrega el bioferti-
lizante, mezclandolos bien hasta que el biofertilizante recubra las semillas.
Luego se dejan secar durante toda una noche y al dia siguiente por la mafa-

na se siembran en la parcela (Pérez-Luna y Alvarez-Solis, 2021).

El café es una planta que de manera natural desarrolla la MA y respon-
de a la aplicacion de biofertilizante micorricico. La inoculacion de consorcios
nativos de HMA del cafetal ha mostrado efectos positivos en el crecimiento
de plantulas de algunas variedades de café en fase de vivero y en su sobre-
vivencia al trasplante en campo (Trejo-Aguilar et al, 2011; Hernandez-Acosta
et al, 2020). Por lo tanto, la tecnologia de propagacion de la MA nativa del ca-
fetal y la biofertilizacion de las plantas en etapas tempranas de su desarro-
llo en el vivero, podrian ayudar a mejorar la nutricion y el crecimiento de las
plantas de café. Estos aspectos deberan ser puestos a prueba en los cam-
pos de produccion, de tal manera que permita realizar los ajustes y adapta-
ciones que se consideren necesarios para su adopcion y su contribucion en
el fortalecimiento de la agricultura campesina en las zonas cafetaleras de

nuestro pais.
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Figura 3. Biofertilizacion de plantas de café en vivero:

b

c) Desarrollo de plantulas con y sin MA nativa del
cafetal.
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