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Agrobiotecnología Microbiana Mag. Ing. Agr. Elsa L. Ulla TEMA 4: Producción de inoculantes fúngicos. El uso de inoculantes fúngicos y los beneficios para la agricultura sostenible. Producción de inoculantes micorrícicos. Hongos utilizados. Comercialización de productos fúngicos. Control de inoculantes.



Control biológico El término control biológico o biocontrol de enfermedades ha experimentado desde sus inicios cambios en cuanto a su contenido y definición, siendo la más aceptada la indicada por Baker (1987), quien define al control biológico como la reducción del inóculo o de la actividad productora de enfermedad del microorganismo patógeno, debido a uno o más microorganismos incluida la planta hospedera, excluido el hombre. Los biocontroladores son selectivos y no dañan los tejidos de la planta, siendo una alternativa ecológicamente más conveniente, evitando problemas de contaminación y de residuos químicos. Así, actualmente se han transformado en una herramienta de real importancia dentro del manejo integrado de enfermedades. El género Trichoderma es un hongo cosmopolita presente en suelos silvestres, madera descompuesta y material vegetal. Desde el punto de vista agrícola Trichoderma junto con Gliocladium son hongos no patogénicos habitantes del suelo, más estudiados por su antagonismo con otros hongos incluyendo patógenos propios del suelo, como Rhizoctonia solani. Las especies de Trichoderma son productoras de enzimas quitinolíticas y glucanasas que les permiten degradar paredes celulares de otros hongos. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raíces, las cuales, son colonizadas rápidamente por estos microorganismos. La capacidad de adaptación a diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere a Trichoderma la posibilidad de ser utilizado en la industria biotecnológica. Trichoderma spp., tiene diversas ventajas como agente de control biológico, pues posee un rápido crecimiento y desarrollo, además produce una gran cantidad de enzimas, inducibles con la presencia de hongos fitopatógenos. Puede desarrollarse en una amplia gama de sustratos, lo cual facilita su producción masiva para uso en la agricultura. Su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y habitats donde los hongos causan enfermedades, le permiten ser eficiente agente de control, de igual forma puede sobrevivir en medios con contenidos significativos de pesticidas y otros químicos. Además, su gran variabilidad se constituye en un reservorio de posibilidades de control biológico bajo diferentes sistemas de producción y cultivos.



Formulaciones y producción comercial La producción de microorganismos para el control de enfermedades depende del tipo de microorganismo, de su estabilidad, los requerimientos y de la factibilidad tecnológica y económica. Producción Artesanal En este método existe un gran manejo manual en los diversos procesos y dentro del cual hay cuatro formas de producción: a) Cultivos sobre soportes sólidos en bandejas, frascos o bolsas. En este tipo de formulaciones se incluye un soporte solidó, que ocupa el mayor volumen del recipiente; el proceso de secado se da por diversas técnicas como congelación, silicagel y/o liofilización. Proporcionan una vida útil larga ya que mantiene las células en estado seco. b) Cultivos líquidos agitados (fermentación sumergida). Se desarrolla sobre sustratos sólidos a los cuales se les puede añadir agua o caldo nutritivos que contengan microorganismos antagonistas c) Cultivos líquidos en condiciones estáticas. Se emplean subproductos de la industria azucarera y de la agricultura, se lo realiza en frascos que se colocan en cámaras de reposo con temperatura controlada. d) Cultivos bifásicos. Se realiza el inoculo en forma liquida agitado o estático y posteriormente se pasa a soporte sólido. Los métodos más utilizados en el caso de hongos antagonistas son las formulaciones sobre sustratos sólidos y los cultivos bifásicos con una primera fase liquida para obtener los inóculos y una segunda fase de producción sólida en la cual se obtienen los conidios que son las principales estructuras infectivas. En general los productos sólidos a partir de hongos tienen mejor permanencia y se aplican directamente al suelo con buenos resultados. Las dosis varían con el tipo de cultivo, presencia del patógeno en el suelo y tipo de preparado que se utilice. El almacenamiento de los sólidos, después de secos alcanza hasta 4 meses a temperaturas inferiores a 25ºC. En las formulaciones sólidas las mas conocidas son polvos para espolvoreo y humedecibles, cebos y granulados. Los líquidos son estables hasta un mes en condiciones iguales de temperatura. Una de las ventajas que presentan los hongos pertenecientes al género Trichoderma es que tienen escaso requisitos nutricionales, lo que permite su producción masiva en sustratos que en su mayoría son desechos o subproductos de la producción agropecuaria, disponibles en cantidades suficientes en los países en desarrollo y además muy baratos.



Entre los medios utilizados para la producción masiva y liberación de Trichoderma spp., se encuentran: salvado de diferentes granos, melaza de caña de azúcar, paja de trigo, corteza de árboles composteada, paja humedecida con una solución mineral acida, salvado de trigo mezclado con turba, harina de diferentes cereales y arena, salvado de trigo y aserrín, turba colonizada mezclada con arena o cáscara, granos de cebada.



Producción Industrial Va desde la etapa de laboratorio, con el uso de agitadores, hasta procesos de fermentación sumergida en equipos industriales de alta capacidad. En estos equipos industriales se controla la humedad y temperatura de forma adecuada así como los requerimientos de intercambio gaseoso. Perspectivas agronómicas de las micorrizas. Su uso como inoculantes En las últimas décadas se observó un incremento en la aplicación de técnicas cuyo objetivo es la conservación del medio ambiente. Dentro de este contexto, los microorganismos presentan propiedades importantes respecto a la protección de las plantas y del suelo por: a) La introducción de microorganismos endofíticos, los cuales, a las plantas hospedantes, les aportan nutrientes principalmente N y P, estos microorganismos pueden habitar en hojas, tallos y raíces, sin causar daños al hospedante. b) Los microorganismos que participan en el control biológico, que eliminan plagas agrícolas. Aún cuando se conoce la aplicación potencial de las micorrizas EM y MVA, una apreciación cuantitativa de la contribución del hongo en la captación de nutrientes en ecosistemas naturales presenta muchas dificultades, principalmente, porque son sistemas dinámicos. Los requerimientos nutricionales varían según se trate de plantas anuales o perennes, siendo en el primer caso particularmente crítico el aporte de fósforo durante los primeros estados de crecimiento. Dados los resultados altamente satisfactorios en experiencias llevadas a cabo en invernáculo, en la actualidad se están intensificando los estudios sobre inoculación de micorrizas EM y MVA en campo, con el objeto de mejorar el rendimiento y la forestación y disminuir la dependencia de los fertilizantes químicos tradicionales. La dificultad que existe en la actualidad, es la inoculación con MVA, debido a la compleja obtención de cantidades suficientes de inóculo ya que estos hongos no crecen en un cultivo puro haciéndose necesario su reproducción en plantas. Este proceso, además de ser caro y lento tiene el peligro latente de introducir patógenos



conjuntamente con el hongo simbionte. No existen estas limitaciones para las EM, que sí se han obtenido al estado puro en condiciones de laboratorio. Desde el punto de vista agronómico el efecto beneficioso del hongo EM debe manifestarse en campo, una vez que las plantas sean llevadas a su lugar definitivo de crecimiento. Los efectos en el vivero pueden permitir la producción de plantas con una calidad fisiológica adecuada para el trasplante. El comportamiento de la simbiosis hongo-planta durante la fase de vivero y después del trasplante a campo puede ser muy diferente, hay hongos que no estimulan el crecimiento de la planta en vivero pero pueden dar los mejores resultados en campo y viceversa. Por lo tanto la prueba definitiva para determinar la efectividad de las cepas ectomicorrícicas la constituye el establecimiento de plantaciones experimentales para la comparación de resultados a largo plazo. Otra aplicación de las EM es la efectividad en la recuperación de suelos, ya sea por erosión, en los sistemas de dunas, en cultivos de zonas áridas y en suelos de bosques tropicales. El valor potencial de las micorrizas se ha demostrado claramente, pero todavía no son utilizadas masivamente en prácticas agrícolas y forestales. La práctica más difundida para implantar cultivos forestales en particular pinos, abetos y otras coníferas ornamentales es la inoculación en condiciones de vivero. Endomicorrizas Las micorrizas vesiculo-arbusculares (MVA) son asociaciones, donde hongos del grupo Zigomicotina, orden Glomales, se caracterizan por la producción de arbúsculos, hifas y vesículas dentro de la raíz. Las esporas se forman en el suelo o en la raíz. Estas asociaciones se definen por la presencia de arbúsculos. Las MVA las ubicamos dentro del orden Glomales según Morton G. B. y G. L.Benny, 1990. Siguiendo las técnicas de identificación clásicas, es decir en base a la morfología de las esporas y por la presencia de micelio no tabicado, ubicamos a las MVA dentro de las Zigomicotina. Orden



Suborden



Familia



Género



GIGASPORINEAE Gigasporaceae



Gigaspora Scutellospora



GLOMINEAE



Glomus Sclerocystis



GLOMALES Glomaceae



Acaulosporaceae Acaulospora Entrophospora ENDOGONALES ENDOGORINAE



Endogonaceae



Endogone



Las MVA son consideradas en la actualidad a nivel mundial como biofertilizantes, bioprotectores y bioreguladores para la mayoría de cultivos. Con las micorrizas se logran aumentos en crecimiento y rendimientos del cultivo, mejoras en su capacidad productiva, aumentos en la resistencia a enfermedades ocasionadas por hongos del suelo, resistencia a elevadas concentraciones de sales y metales pesados, se facilita la toma de nutrientes de baja disponibilidad o poca movilidad, se evita la acción de microorganismos patógenos, colabora a la planta a insertarse en ecosistemas diferentes al de origen. Los hongos micorrizógenos, por ser simbiontes obligados, no pueden completar su ciclo de vida salvo asociados con la planta. Por esto los inóculos disponibles están formados por una mezcla de estructuras del hongo con el substrato de crecimiento y restos de raíces. Ello hace que estos inóculos, por su peso relativamente elevado, no sean practicables en cultivos arables, aunque sí lo son en cultivos que llevan fase de trasplante como práctica habitual, como ocurre en horticultura, fruticultura y programas de revegetación de suelos. Selección de hongos MVA como inoculantes Las características fundamentales que debe poseer un hongo VA para ser utilizado como inoculante son: I) Infectividad. Esta propiedad viene dada por la capacidad del hongo para producir rápidamente infecciones bajo un amplio margen de condiciones, especialmente en compatibilidad con ciertas dosis de P soluble. II) Efectividad. El hongo debe ser eficaz en la captación, translocación y transferencia de nutrientes desde el suelo a la planta. Esto debe ser compatible, igualmente, con las condiciones físicas, químicas y microbiológicas del medio. Un funcionamiento correcto, en colaboración con un nivel adecuado de P, es crítico para obtener una cosecha máxima. También desde el punto de vista de la efectividad es importante que el desarrollo intrarradical sea equilibrado en el sentido de que no suponga un excesivo sumidero de fotosintato y el crecimiento del micelio externo extensivo y bien distribuido, colonizando un gran volumen de suelo. III) Capacidad de colonización y dispersión del inóculo. Es conveniente que el inoculante tenga una capacidad reproductiva elevada, sus propágulos germinen con facilidad y sus hifas crezcan y se extiendan abundantemente en el suelo. De esta



forma, aumentan las posibilidades de contacto entre el hongo y distintas raíces del suelo, facilitándose así la colonización de nuevas raíces y la dispersión del inóculo. IV) Supervivencia del inóculo y persistencia de sus efectos. Esta característica está asociada con la capacidad de producir estructuras (esporas, esporocarpos, vesículas intrarradicales, etc...) que le confiere resistencia a una amplia gama de condiciones ambientales adversas, con lo cual se asegura el mantenimiento del inóculo sin necesidad de tener que practicar reinoculaciones en el inicio de cada período de crecimiento. Métodos de obtención del inóculo MVA De manera general todos los métodos de propagación de los hongos micorrícicos comienzan con el aislamiento de esporas del suelo de una localidad específica o de alguna colección que ya se tenga. Los inóculos pueden ser de una sola especie o un consorcio y las soluciones nutritivas a utilizar para el mantenimiento de las plantas deben contener bajas concentraciones de P para propiciar una rápida y abundante colonización y esporulación. Las esporas se colectan de acuerdo a la técnica de tamizado húmedo, se esterilizan superficialmente con una solución de tween 20 y cloramina T por 10 minutos, se enjuagan tres veces con agua destilada estéril. Luego de un segundo tratamiento con cloramina T, se pueden almacenar las esporas hasta cinco meses en una solución estéril de estreptomicina y gentamicina a 4ºC. 1) Propagación in vitro: como estos microorganismos requieren la presencia de la raíz, se utilizan raíces transformadas resultantes de la incorporación, en el genoma de la planta, del plámido Ri T-DNA de Agrobacterium rhizogenes. El plásmido induce la producción de hormonas de crecimiento y las raíces transformadas muestran tasas de crecimiento y ramificaciones aumentadas. Se utiliza un medio de cultivo específico (M) para que la raíz y los hongos puedan desarrollarse. Se incuban en oscuridad durante dos a cuatro meses y se pueden obtener una gran cantidad de raíces colonizadas, espora e hifas. Este método presenta alto riesgo de contaminación por bacterias y otros hongos.



Figura 1: Raíz transformada y espora de Gigaspora margarita en medio de cultivo M. 2) En arcilla expandida: el primer paso en la producción de inóculo de MVA es la colonización de plantas huésped con el hongo seleccionado (figura 2). En recipientes de 7x10x10 cm se coloca arena, luego una capa de material fúngico definido (esporas o material recibido de otros laboratorios), una capa de arena, las semillas lavadas y desinfectadas y se cubren con arena. Se colocan en cámaras en condiciones controladas y a las tres semanas las raíces ya están fuertemente colonizadas. Las plantas se separan, se lavan, se desinfectan superficialmente si fuera necesario con etanol 70% durante dos minutos. El segundo paso consiste en lavar la arcilla, esterilizar con vapor dos períodos de cuatro h, enfriando a 20º entre cada uno. La arcilla se coloca en macetas de cinco lt. de capacidad y se plantan dos plantas de las colonizadas en el paso anterior. Al cabo de tres o cuatro meses se corrobora la colonización microscópicamente con la técnica del clareado y tinción, se corta el riego para favorecer la esporulación y a la semana siguiente las plantas pueden cortarse y se deja secar en las macetas por tres semanas más. La arcilla se coloca en finas capas para su secado rápido y puede ser almacenado en un lugar seco y fresco durante mucho tiempo (hasta tres años). Si el inóculo no presenta contaminantes, las raíces actúan como fuente adicional de infección, de otra manera habría que quitar cuidadosamente las raíces y secar rápidamente para reducir el crecimiento de saprófitos (figura 3).



Figura 2: Colonización de plantas huésped con hongos seleccionados.



Figura 3: Producción masiva de inóculo MVA.



3) A partir de rizósfera de plantas que han sido previamente micorrizadas en condiciones controladas con propágulos de una sola especie de hongo (stock de inóculo). El inóculo consiste en una mezcla de raíces micorrizadas y suelo adherido en el que existe micelio, esporas maduras, etc. Este método es sencillo y de bajo costo pero de alto riesgo de contaminación por patógenos si no se tiene el suficiente cuidado con la manipulación. 4) Cultivo aeropónico: es un sistema en el cual las plantas colonizadas con MVA (figura 4) son suspendidas en una niebla de nutrientes generada por un disco de atomización o aerosol presurizado a través de boquillas. La solución nutritiva se mezcla en forma continua, con las raíces de las plantas, sin suelo. El ambiente muy aeróbico y pobre de nutrientes promueven una rápida y profusa colonización por las MVA. Este sistema permite una formación eficiente de MVA libres del sustrato y se usó para el desarrollo de Glomus, el proceso de producción del inóculo es de 12-15 semanas. Luego, se colectan las raíces y se cortan en trozos de 1 cm de longitud separando las esporas por lavado sobre un tamiz de malla gruesa. Las raíces se cortan en una procesadora de alimentos hasta obtener un producto de tamaño pequeño y uniforme, limpio y de alta densidad (figura 5). Figura 4: Procedimiento inicial



Figura 5: Recolección de inóculos



Ectomicorrizas Las ectomicorrizas (EM) son asociaciones entre hongos y vegetales. Los hongos, principalmente de los grupos Ascomicotina y Basidiomicotina, inducen a la formación de raíces laterales cortas y cubiertas por un manto de hifas. Estas colonizan los tejidos epidérmicos y de la corteza. Se caracterizan por forman la red de Hartig y algunas además, un manto de hifas que rodea a las raíces. El grupo de las Basidiomicotina: con unas 5000 especies, es el mas numeroso en la formación de EM, se puede citar a los géneros Boletus, Suillus, Amanita, Laccaria, otros son los grupos de Ascomicotina, Zigomicotina



Tabla 2: Ubicación sistemática de las Ectomicorrizas Grupo



Ascomycotina



Basidiomycotina



Zygomicotina



Orden



Pezizales



Agaricales



Mucorales



Familia Género y especie



Deuteromycotina



Endogonaceae Morchella sp Peziza sp Tuber sp



Amanita aspera Agaricus sp Boletus sp Russula sp Suillus sp Lactarius sp Scleroderma sp



Métodos de obtención del inóculo EM



Endogone sp



Cenococcum gramiforme



Es de práctica corriente, la utilización de la propia tierra del monte para rellenar los envases donde se reproducirán las plantas. Esto supone una micorrización natural de la misma. Esta práctica tiene una serie de inconvenientes como son: No poder ejercer ningún control sobre el crecimiento del hongo. No conocer las condiciones de siembra y plantación. No controlar la posibilidad de introducción de elementos patógenos. El cultivo de plantas en envases con sustratos estériles (vermiculita, perlita) permite una micorrización controlada de las plantas, que asegure el éxito de sistemas rizosféricos más densos, lo que se traduce en mayor vigor de la planta, con incremento de su altura y diámetro. Para preparar un inoculante, es necesario determinar: 1. La especie fúngica: cada especie o cepa tiene limitaciones ecológicas en las que el comportamiento es el más efectivo, en términos de crecimiento de su hospedante. Si esto no se tiene en cuenta es posible que el hongo inoculado en el vivero sea desplazado en el campo por otros hongos más adaptados al medio. 2. Seleccionar la parte del hongo a propagar: los dos tipos de inóculo son: Inóculo esporal: las esporas se obtienen de los carpóforos, recolectados en campo, se limpian cuidadosamente para eliminar hojarasca y suelo adherido. El himenio se corta en trozos pequeños, se agrega agua destilada estéril, se tritura hasta obtener una mezcla homogénea y se tamiza para eliminar los fragmentos del carpóforo. Para el recuento de esporas se utiliza una cámara de Neubauer. Esteinóculo se conserva a bajas temperaturas por poco tiempo porque disminuye la viabilidad. La concentración de esporas a utilizar varía de 10 4 a 107/planta, también puede incorporarse al agua de riego. Este sistema tiene la ventaja de ser económico y fácil de obtener. Inóculo miceliar: es uno de los tipos más utilizado para micorrizar plantas en vivero. Con este inóculo se asegura trabajar con la cepa o aislado fúngico elegido previamente y se evita introducir organismos patógenos al sistema de cultivo. El cultivo “madre” se obtiene a partir de fructificaciones, esporas o de las micorrizas mismas en un medio cultivo especial (APG, BAF, MNM), en caja de Petri. Trozos de este cultivo se multiplican en medio líquido con agitación durante tres semanas. Este micelio puede ser aplicado en una mezcla de turba y vermiculita (de los tipos más usados para programas de inoculación controlada en vivero), en forma



de suspensiones miceliares (su preparación es sencilla y se puede mecanizar con relativa facilidad en viveros comerciales) o incluido en geles de polímeros inertes. El micelio incluido en geles de alginato es un buen método de producción de inóculo de EM. Este método es eficaz para especies de hongos que soporten bien la fragmentación y en el caso de algunas especies, las concentraciones de Ca Cl2 necesarias para su producción. Control de calidad de inoculantes micorrícicos (Protocolo aprobado por la REDCAI, Anexo1).



1. Extracción y cuantificación de esporas viables de HMA (desde inoculantes sólidos) Muestra y Tamizado Recolección del material Interfase Centrifugado Recolección de Esporas Cuantificación 2. Porcentaje de plantas colonizadas por los HMA del inoculante mediante trampeo en especie vegetal micotrófica Preparación del material Ensayo Evaluación y presentación de resultados 3. Tinción de la micorrización Tinción Vital de estructuras fúngicas Determinación de la actividad succinato deshidrogenasa. Procedimiento. Tinción no vital de estructuras fúngicas Observación al microscopio estereoscópico (lupa) y/o microscopio óptico 4. Cuantificación de la micorrización Recuento en placa reticulada Recuento de trozos de raíz en microscopio
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Inoculantes para inoculación de semillas 

[PDF]Inoculantes para inoculación de semillasecaths1.s3.amazonaws.com/agrobiotecnologia/1355134189.Tema%203%20(clase).pd










 








Inoculantes Microbiales para ensilaje 

[PDF]Inoculantes Microbiales para ensilajehttps://ecaths1.s3.amazonaws.com/plantastoxicas/1164632937.Microbialnoculants.










 








produccin y uso de informaciones y diagnsticos en seguridad urbana 

Fuente: Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses, Bogotá, ...... operacional y de desarrollar programas










 








instrucciones de uso - El Mundo 

12 abr. 2014 - esperamos que este libro esté a la altura de tus expectativas. Un saludo. Rocío Ramos-Paul Salto. Luis To










 








Promueven el uso de biocombustibles 

trica a partir de biomasa con una capacidad de producción de 84.000 megavatios anuales, en Gobernador. Virasoro, Corrien










 








El uso de un Gato de piso 

Las siguientes son las instrucciones para subir los de su coche con un gato de piso. En esta guía se describirá el proce
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Produccin y cartera de pedidos 

Desempeño de la producción de textiles. 11. 2. Principales mercados de la industria textil en Guatemala. 12. 3. Comporta










 








recuperando el sentido coman uso de alcohol yo uso ... AWS 

If you want to possess a one-stop search and find the proper manuals on your products, you can visit this website that d










 








Boudou defendió el uso de los fondos 

El juez federal Manuel Blanco despejó el ca- mino de los ... Para compu- tar los dos años de residencia, Blanco advirtió










 








Persuasión para el uso de PPP - itesa 

Persuasión para el uso de PPP. Objetivos. Describir los beneficios de usar PPP a través de HDLC en una WAN. Situación. S










 








para el uso de la información 

para aludir a ambos géneros en el idioma español (“o/a”, “los/las” y otras similares), debido a que implican una saturac










 








Amplían el uso de precintos 

30 abr. 2013 - La Aduana informó que el uso del pre- cinto electrónico para las cargas en tránsito pasará a ser obligato










 








El uso de las redes sociales en 

15 ene. 1978 - La innovación es crucial para potenciar la capacidad que tiene una empresa de crear una ventaja competiti










 








El uso de tecnología y los 3PL en España El uso de tecnología y los 
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Producción sustentable: el uso de agroquímicos no 

aplicadores, trabajadores rurales y público en general”, sostuvo. ... nio con la Unión Argentina de Tra- bajadores Rural










 








El uso de la red para discipular 

entre los años 2007 y 2013, la integración de las es- ...... drían imitar imperfectamente nuestro ce- .... nocimiento de










 








Tutorial sobre el uso de PubMed - IntraMed 

de recuperación de información basado en tecnología de la World Wide Web (WWW), producido por el “National Center for Bi










 








Impulsan el uso de chalecos reflectantes 

tribuir a la seguridad vial y rige en. España, Francia e Italia, entre otros países, fue presentada por el presi- dente










 








Prohíben el uso de las armas eléctricas 

3 mar. 2010 - del mes pasado por el Observatorio de Derechos Humanos de la Ciudad. (ODHC). “Nos apoyamos en lo que está










 








Aumenta el uso de nanomateriales 

24 mar. 2009 - por Galen Stucky, de la Universidad de California en ... gía y Fotosíntesis de la Universidad ... versida










 








Avanza el uso de fitomedicamentos 

Son: el ajo; el anís estrellado, verde o estrellado del Japón; el boldo; la bo- rraja; el eucalipto; el helecho macho; e










 








CONDICIONES DE USO DE CENTRAL 

eventosycompraventadelosmismosatravésdelacualofreceasusUsuarios el“Servicio de Organi










 








CERTIFICADO DE USO DE SUELO. 

27 may. 2015 - Lo serán todos los usos urbanos, a excepción de la industria, bodegas, aserraderos, y cualquier otro uso
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