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CAPÍTULO 6 
Tecnología de la inoculación 

Silvana Velazquez, Fabricio Valdés y Camila Abarca 

Introducción 

Entre los microorganismos benéficos del suelo se encuentran los hongos formadores de 

micorrizas arbusculares (HMA); los cuales se asocian simbióticamente con el 80% de las es-

pecies de plantas terrestres, incluyendo varios cultivos agrícolas (Wang y Qiu, 2006). En dichas 

asociaciones los HMA son simbiontes obligados que establecen un vínculo clave entre la planta 

huésped y el suelo proporcionándole nutrientes minerales y agua a cambio de productos foto-

sintéticos (Smith y Read, 2008). El micelio externo de los hongos arbusculares que emerge del 

sistema radical puede adquirir nutrientes de zonas del suelo que son inaccesibles para las 

raíces (Smith et al., 2000). Además, las hifas fúngicas son mucho más delgadas que las raíces 

y, por lo tanto, pueden penetrar en poros más pequeños (Allen, 2011). El micelio interno de los 

hongos arbusculares coloniza exclusivamente la corteza radical y forma estructuras altamente 

ramificadas dentro de las células denominadas arbúsculos, que son considerados como el sitio 

funcional de intercambio de nutrientes (Balestrini et al., 2015). Por lo tanto, los HMA pueden 

atenuar la limitación en el crecimiento de las plantas causado por un suministro inadecuado de 

nutrientes (Nouri et al., 2014). Además de un incremento en el suministro nutricional, las inter-

acciones con HMA brindan otros beneficios a las plantas, entre ellos una mejor tolerancia a la 

sequía y a la salinidad (Augé et al., 2015) así como también mayor resistencia a las enferme-

dades (Pozo y Azcón-Aguilar, 2007) e incluso modificar las respuestas fitoquímicas a la herbi-

voría (Bennett et al., 2009).  

En la actualidad se considera que, en un ambiente natural, una condición no micorrícica debe 

verse como anormal para la mayoría de las especies, aunque existe una marcada diversidad 

entre las comunidades de hongos arbusculares, dependiendo de la diversidad de especies ve-

getales, del tipo de suelo y estación, o una combinación de estos factores (Smith y Smith, 2012). 

El proceso de restablecer la estructura natural de las comunidades de HMA representa una 

alternativa favorable a las prácticas de fertilización convencionales, con vistas a una agricultura 

sustentable, un objetivo clave para los productores que enfrentan la recesión mundial y deben 

tener una mayor conciencia del medio ambiente. La estrategia principal adoptada para lograr 

este objetivo es la reintroducción directa de los propágulos de HMA (inóculo) en el suelo. Sin 

embargo, la explotación de estos hongos requiere el conocimiento de cómo los HMA se adaptan 
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y reaccionan al ser introducidos en un nuevo ecosistema, cómo responden al manejo del suelo 

y de los eventos que llevan al establecimiento de una simbiosis funcional, incluidos los mecanis-

mos involucrados en la transferencia de nutrientes. Es importante tener en cuenta que para la 

introducción de inóculo en un suelo degradado/estresado y/o para evitar el fracaso del proceso 

de revegetación es importante conocer previamente la biota nativa (Oliveira et al., 2005). Algunas 

especies de HMA han sido citadas por ser más tolerantes al estrés que otras, y generalmente se 

encuentran en suelos estresados y contaminados (Hildebrandt et al., 2007). Por lo tanto es posi-

ble que se obtengan resultados exitosos luego de una selección cuidadosa de las combinaciones 

favorables de huésped/nicho/hongo.  

En el presente capítulo se desarrollarán algunas de las principales técnicas para cuantificar 

el potencial inóculo de HMA de los suelos, los métodos de propagación, su correcto almacena-

miento, las estrategias de inoculación y los principales desafíos relacionados a la producción e 

implementación de inóculo micorrícico (Figura 6.1). 

 

 

Figura 6.1: Secuencia de etapas desarrolladas en este capítulo. 
 
 

Determinación del potencial inóculo de HMA del suelo 
 

Es un prerrequisito conocer la diversidad y abundacia de las poblaciones nativas de HMA antes 

de agregar un inoculante formulado en base a estos microorganismos. Los métodos empleados con 

mayor frecuencia para determinar la cantidad de propágulos de HMA son los siguientes: 

I) Determinación de la densidad de esporas: las esporas son estructuras que permiten la su-

pervivencia de los hongos arbusculares. En determinadas circunstancias son los únicos propá-

gulos infectivos del suelo (por ejemplo luego de que un suelo haya permanecido un largo período 

sin vegetación, o después de una larga estación seca) y por lo tanto el número de esporas/gramo 

de suelo seco o número de esporas/volumen de suelo revela la cantidad de propágulos fúngicos 

en el suelo objetivo. Bajo determinadas condiciones el número de esporas puede tener una co-

rrelación con el número total de propágulos infectivos del suelo, pero en otras circunstancias esta 

correlación no puede ser tan evidente a causa de algunas características intrínsecas de los HMA 

como son su viabilidad o la incapacidad que poseen algunas esporas viables de germinar bajo 

determinadas condiciones ambientales.  

II) Determinación del micelio externo de los HMA: la biomasa de micelio puede ser cuantifi-

cada, aunque este procedimiento además de ser laborioso puede conducir a resultados erróneos 
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debido a la imposibilidad de separar el micelio de HMA de otros hongos saprótrofos o patógenos 

del suelo. Del mismo modo los métodos colorimétricos para determinar la quitina del suelo con-

llevan el mismo tipo de error. Una técnica más adecuada es la determinación de la longitud de 

las hifas (Abbott y Robson, 1984). Para aislar el micelio externo, se tamiza en húmedo una can-

tidad conocida de suelo, luego se centrifuga y se transfiere a un papel de filtro donde el micelio 

se tiñe con un colorante afin a la quitina. La longitud se mide bajo un microscopio compuesto 

usando una modificación del método de línea de intersección (Giovannetti y Mosse, 1980). Se 

han desarrollado además, métodos de fluorescencia para diferenciar entre hifas de HMA viables 

de no viables, los cuales son importantes porque sólo las hifas viables sirven como fuente de 

propágulos (Schubert et al., 1987) 

III) Porcentaje de colonización radical: la infección radical es una condición necesaria para el 

establecimiento y funcionalidad de la simbiosis con HMA. La posibilidad de que un cultivo ob-

tenga un nivel máximo de colonización radical depende de varios componentes como por ejem-

plo, las especies de plantas, las condiciones del suelo (contenido de nutrientes) y las especies 

de HMA. Por lo tanto, altos porcentajes de colonización podrían indicar un elevado potencial 

inóculo del suelo. Sin embargo los porcentajes de colonización constituyen una estimación rela-

tiva de la biomasa fúngica interna de la raíz, pero no brindan información acerca de la cantidad 

de propágulos de un sitio. Una de las técnicas más empleada para determinar los porcentajes 

de infección radical es la descripta por Giovannetti y Mosse (1980). Del mismo modo el porcen-

taje de raíz colonizada también puede arrojar resultados erróneos ya que está influenciado por 

diversos factores como la densidad radical de la especie vegetal, la etapa vegetativa y el estado 

nutricional de la planta, las condiciones climáticas, el tipo de suelo, etc.  

IV) Determinación de la infectividad micorrícica del suelo: el nivel de propágulos se determina 

mediante un bioensayo basado en el trabajo de Plenchette et al. (1989). Las muestras de suelo 

proveniente de los sitios objetivos se secan al aire y luego se pasan por un tamiz de 2 mm de 

malla. Se realizan diluciones mezclando el suelo original en distintas proporciones (por ejemplo, 

100, 30, 10 y 3%) con el mismo suelo esterilizado para proveer una escala logarítmica de con-

centración. Se llenan macetas plásticas con 150 ml de suelo con cada dilución y se realizan 4 

repeticiones. Luego se trasplantan plántulas hospedadoras a cada maceta. Las plantas crecen 

en invernadero con condiciones controladas de luz y temperatura. Las plántulas se colonizarán 

dependiendo del nivel de inóculo de cada tratamiento de suelo. Cuatro semanas luego del tras-

plante las plantas son cosechadas y entonces se evalúa la colonización radical. La infectividad 

micorrícica del suelo se calcula utilizando un análisis de regresión y las pendientes b resultantes 

son comparadas utilizando la prueba LSD con una significancia del 0,05. 

V) Evaluación mediante técnicas moleculares: durante las últimas décadas, se han desarro-

llado varias técnicas de metagenómica para caracterizar molecularmente comunidades comple-

tas de Glomeromycota (Borriello et al., 2012; Davison et al., 2012) o de inóculos de HMA (Berruti 

et al., 2013). Estas metodologías también permiten monitorear el HMA inoculado dentro de la 

planta huésped durante el ciclo de cultivo y verificar los niveles de colonización en las plantas 

inoculadas.  
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Método de propagación del inóculo de HMA 
 
Como mencionamos anteriormente los HMA son simbiontes obligados y no pueden reprodu-

cirse en cultivos puros sin la presencia de plantas hospedadoras. Esta característica restrictiva 

hace que la producción a gran escala de inóculos constituya un complejo desafío. 

Los inóculos de micorrizas pueden obtenerse a partir de tres fuentes de propágulos:  

I) el suelo rizosférico de una planta que contenga HMA puede usarse como inóculo, ya que 

normalmente contiene fragmentos de raíces colonizadas, esporas e hifas de hongos arbuscula-

res. Sin embargo, a menos que se disponga de información precisa sobre la abundancia, la di-

versidad y la infectividad de esta fuente de propágulos, los inóculos de suelo resultan poco con-

fiables porque conllevan el posible riesgo de transferir patógenos y semillas de malezas;  

II) las esporas extraídas del suelo pueden usarse para iniciar la producción de un inóculo puro 

o mixto. Para la producción de este inóculo es necesario que los HMA se cultiven junto a una 

planta trampa (es decir, una planta que puede ser colonizada masivamente por muchas especies 

de HMA) en un medio inerte óptimo para la propagación de estos microorganismos. Este es el 

tipo de inóculo más utilizado para la inoculación de cultivos a gran escala, ya que generalmente 

contiene un conjunto más concentrado del mismo tipo de propágulos que el que se encuentra en 

los inóculos del suelo; 

III) los fragmentos de raíz infectados que se han separado de un cultivo o de una planta 

trampa también pueden servir como fuente de inóculo. Este tipo de inóculo no es recomendable 

debido a que puede introducir microorganismos patógenos al sistema. 

El método más extendido para la propagación de HMA es el uso de plantas trampa y, solo 

escasamente se aplican otros métodos. Los cultivos con planta trampa pueden iniciarse a partir 

de alguna de las tres fuentes de propágulos antes mencionadas. Para la elaboración de una 

planta trampa se dispone de un recipiente (aproximadamente de 250 ml), con un sustrato estéril 

(con diferentes proporciones de perlita:vermiculita; suelo:arena; suelo:perlita:vermiculita, entre 

otros), al cual se le adicionan los propágulos fúngicos. Se introducen semillas previamente este-

rilizadas de una planta hospedadora para que se establezca la simbiosis y multiplicar los propá-

gulos infectivos. Las plantas que se emplean deben ser micotróficas, tener un rápido crecimiento 

vegetativo, las semillas deben estar libres de patógenos y no haber sido tratadas con fungicidas. 

Frecuentemente se realiza un cultivo consociado de una leguminosa y una gramínea (Brundrett 

y Abbott, 1995).  

Existen algunas otras alternativas al uso de plantas trampa en macetas. Los sistemas de 

cultivo sin suelo, como la aeroponía y la hidroponía, conducen a la producción de esporas puras 

y limpias y potencian el crecimiento de la planta huésped (Ijdo et al., 2011).  

El cultivo monoxénico de raíz es otro método que permite la propagación exitosa de HMA a 

gran escala que se puede utilizar directamente como inóculo. El método consiste en cultivar raí-

ces inoculadas (las llamadas raíces pilosas) que han adquirido la capacidad de proliferar sin 



MICRORRIZAS ARBUSCULARES – M. C. N. SAPARRAT, M. F. RUSCITTI Y M. C. ARANGO (COORDINADORES) 

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES – FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO  |  UNLP 110 

ninguna porción epigea, después de la transformación con el plásmido Ri (inductor de raíz) de 

Agrobacterium rhizogenes (Bécard y Fortin, 1988). Un número masivo de esporas, micelio y raí-

ces colonizadas se obtienen en una placa de Petri en solo unos pocos meses (Declerck et al., 

1998). Desafortunadamente, el protocolo solo se ha implementado para un número reducido de 

especies de hongos formadores de micorrizas arbusculares. 

 

 

Almacenamiento del inóculo de HMA 
 

Al finalizar el cultivo se debe almacenar correctamente el inóculo micorrícico. Se corta la 

parte aérea de la planta, y el suelo se deja secar durante aproximadamente 3 semanas. Para 

lograr un mejor secado del suelo infectado es conveniente dejar las macetas sin regar du-

rante 2-3 semanas en invernadero (nunca se debe aplicar calor). Cuando el suelo almace-

nado es húmedo (incluso con una humedad del 5%), los microorganismos del suelo y del 

aire (hongos y bacterias) son capaces de hiperparasitar las esporas de los HMA. El suelo 

con raíces se debe homogeneizar y luego el material se coloca en recipientes de plástico o 

vidrio y se almacena refrigerado a 8-10 °C. 

Un correcto almacenamiento puede mantener vivos los aislamientos de hongos arbusculares 

durante 5 años. Algunos métodos para la conservación han sido descritos en la literatura 

(Schenck y Smith, 1982). Sin embargo, la forma más fácil de almacenar el suelo infectado con 

un alto número de esporas es como se mencionó anteriormente. Los métodos de secado al vacío 

de esporas no sólo son más complicados sino que además no resultan adecuados para todas 

las especies de hongos arbusculares (Toro et al., 1985). 

Para evitar la pérdida de cultivos de hongos debido al almacenamiento u otros problemas, se 

recomienda renovarlos cada 2-3 años. 

 
 
Técnicas de inoculación de HMA 
 

Las técnicas de inoculación con HMA están intrínsecamente relacionadas con los métodos 

de producción asociados a cada cultivo. En el caso de cultivos que se reproducen mediante 

semillas (trigo, maíz, sorgo, mijo, cebada, algodón, soja) en los que se busca inocular pequeños 

lotes y en los cuales no se emplea maquinaria para la siembra, el inóculo de HMA en el suelo se 

puede aplicar en el surco en el que se coloca la semilla. Sin embargo cuando hay que inocular 

grandes superficies se deberá aplicar el inoculante mediante el uso de maquinaria, en estos 

casos se ha probado el uso de carriers, como la arcilla expandida, para obtener un mayor volu-

men de inoculante. Otra posibilidad consiste en peletear las semillas con inoculante o suminis-

trarlo al sistema mediante el riego. 
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En el caso de los cultivos que pasan por una etapa en vivero antes de ser trasplantados en 

el campo, como los hortícolas (tomates, cebollas y pimientos) y la mayoría de los árboles frutales, 

se pueden emplear otras estrategias para incorporar el inóculo. Las semillas y el suelo que se 

emplea como sustrato para las macetas se desinfectan y se les aplica un biocida para erradicar 

o prevenir las plagas, malezas y enfermedades. También es posible optar por sustratos artificia-

les libres de HMA, como vermiculita, perlita o materiales orgánicos compostados. La inoculación 

se realiza preinfectando las plantas en almácigos o in vitro, o incorporando directamente el 

inóculo con HMA durante la siembra, mezclado con el sustrato. En el caso que las semillas sean 

pregerminadas en condiciones controladas, deben trasplantarse a los contenedores y cuando 

desarrolla la primera hoja, las raíces de las plántulas se pueden sumergir en una suspensión de 

agua que contiene inóculo de HMA. Se puede, también introducir el inóculo justo en el momento 

del trasplante cuando se hace el orificio de plantación. Todos estos procedimientos de siembra 

en viveros se realizan generalmente en forma manual. 

 

 

Desafíos relacionados con la producción y aplicación de inóculos de HMA 
 

Existe una creciente demanda de los productores de usar inoculantes a base de HMA como 

biofertilizante. Un adecuado manejo agrícola puede potenciar los efectos positivos de la simbiosis 

con hongos arbusculares que se establecen naturalmente en el suelo. Hasta el momento la prin-

cipal estrategia para aumentar los beneficios de la asociación simbiótica es mediante la inocula-

ción con propágulos de HMA.  

No obstante la producción de inóculo de HMA puro o mixto a gran escala constituye aún un 

gran desafío. El principal obstáculo para la producción de un inóculo a base de estos microorga-

nismos radica en el comportamiento simbiótico obligado de los HMA, es decir, su necesidad de 

tener una planta huésped para completar el crecimiento y finalización de sus ciclos de vida. Esto 

significa que el paso de propagación debe incluir una fase de cultivo con la planta huésped que 

suele requerir mucho tiempo y espacio. Otra dificultad para el uso agrícola de los HMA que po-

demos mencionar es la ausencia de un método rápido para evaluar si una planta está colonizada 

y cuál es el grado de colonización del hospedador, ya que necesitamos considerar que el proceso 

de colonización puede llevar de 15 - 60 días para que los hongos arbusculares completen su 

ciclo de vida. Cabe mencionar además que el procedimiento para obtener una gran cantidad de 

inóculo necesario para la aplicación a gran escala también es un proceso exigente.  

Sin embargo, y considerando todas las dificultades expresadas, la inoculación con HMA re-

sulta más adecuada para los sistemas de producción de plantas que involucran una etapa de 

trasplante, por ejemplo cultivos hortícolas y forestales, ya que se necesitan cantidades más pe-

queñas de inóculo. La inoculación extensa a campo abierto, puede por lo tanto resultar técnica-

mente poco práctica y económicamente prohibitiva. No obstante es importante considerar que 

una vez que la biodiversidad de HMA se restaura y está bien establecida, y si se implementa un 

manejo compatible con estos microorganismos, como la implementación de cultivos de cobertura 
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(Lehman et al., 2012) y prácticas de labranza conservacionista (Säle et al., 2015) la comunidad 

de HMA persistirá una vez establecida. Si no se llevan a cabo prácticas perjudiciales antes y 

después del cultivo, la red hifal micorrícica permanecerá inalterada e infecciosa en el futuro.  

Como alternativa a la inoculación a gran escala, también es factible un enfoque a pequeña 

escala, inspirándose en la idea de crear lo que Allen (1987) ha denominado “islas de fertilidad”, 

en las que la inoculación con HMA podría limitarse a pequeñas porciones de un campo, y esto 

conduciría gradualmente al establecimiento de una red micelial saludable y con costos reducidos. 

Esta técnica estaría particularmente orientada a ayudar a la revegetación de una tierra degra-

dada, como se vio en el capítulo anterior, ya que las islas de fertilidad inoculadas probablemente 

permitan que las especies de plantas nativas recuperen la tierra empobrecida de nutrientes más 

rápidamente. Por lo tanto, la restauración con HMA solo representa un costo inicial que, si la 

persistencia de hongos arbusculares se favorece en el suelo, podría perpetuarse con el paso de 

los años. Como ya se demostró (Barr, 2010), la inoculación con HMA puede ser económicamente 

rentable, en comparación con la fertilización convencional, proporcionando ahorros sustanciales 

para los agricultores y para proyectos de recuperación de tierras degradadas. 

La tendencia general de las empresas productoras de inoculantes es el desarrollo de un for-

mulado en base a solo una o unas pocas especies de HMA, que pueda ser aplicado en una 

amplia gama de cultivos y condiciones ambientales. Las especies de HMA que se utilizan se 

pueden propagar de manera rutinaria y son generalistas, ya que se encuentran en asociación 

con una gran variedad de plantas hospedadoras en diferentes biomas. Sin embargo los benefi-

cios reales de los inóculos que actualmente se encuentran en el mercado no siempre son positi-

vos. Entre estos problemas surge la necesidad de controlar la composición biológica de un pro-

ducto, por ejemplo, debido a la presencia de patógenos y la posibilidad de introducir semillas de 

malezas, pero sobre todo la necesidad de evaluar su pureza en términos de composición de 

HMA. De hecho, la lista de especies declarada en la etiqueta de un inóculo comercial no siempre 

corresponde con precisión a su composición real. Los inóculos de HMA se producen principal-

mente utilizando cultivos en contenedores, ya sea en invernaderos, cámaras de crecimiento o en 

campos, y, como resultado, no pueden estar libres de microorganismos externos.  

A partir de todo lo expuesto en el presente capítulo el empleo de biofertilizantes en base a HMA 

requiere de un profundo conocimiento de la biología de estos microorganismos, por lo tanto para 

promover el desarrollo y la mejora del mercado de inoculantes, se deberán fortalecer los vínculos 

entre la investigación y las empresas e introducir una serie de "mejores prácticas" que podrían adop-

tarse para resolver problemas relacionados con el funcionamiento de estos inóculos. 
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