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Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de nueve consorcios micorricicos arbusculares y la
inoculacion a plantulas de café Coffea arabica, variedad Caturra, comparados con un control (sin
inoculacién), durante siete meses en vivero. El cultivo de café en la Region San Martin es una de las
actividades agricolas econémicas mas importantes. Una alternativa para incrementar la produccion
consiste en la aplicacién de hongos micorrizas. Se emple6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), nueve
tratamientos y un control constituido por tres repeticiones (6 plantas/repeticion). La procedencia de los
consorcios micorricicos son de fincas cafetaleras de la Region San Martin en Perl(. Se evaluaron el
porcentaje de colonizacién, longitud de micelio extraradical, altura de planta, area foliar, biomasa aérea y
biomasa radicular seca. Los resultados del estudio mostraron que tres de los nueve consorcios estudiados
fueron mas eficientes en el crecimiento y desarrollo de las plantas de café.
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Inoculation Effect of Arbuscular Mycorrhizal Consortiums in
Coffea arabica, Caturra Variety in the San Martin Region

Abstract

The objective of this study was to determine the inoculation effect of nine consortiums of Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (AMF) in coffee seedlings Coffea arabica, Caturra variety, compared with a control
(without inoculation), during seven months under greenhouse conditions. The production of coffee in San
Martin-Perq, is one of the most important agricultural economic activities. An alternative to increase its
production is the employment of AMF. The experiment was done using a completely randomized design,
with nine treatments and three repetitions (6 plants/repetition). The origin of the mycorrhizal consortia came
from coffee farms of provinces distributed at San Martin Region. The study was performed evaluating
parameters as colonization (%), extraradical mycelium length, plant height, leaf area, aerial biomass and dry
root mass. The results of the study show that three of the nine consortia studied were more efficient during
the growth and development of coffee plants seedlings.
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INTRODUCCION

El café constituye para el Perd, uno de los productos agricolas mas importante en el comercio internacional
(Julca et al., 2013), se desarrolla en 11 regiones e involucra a 67 provincias y 338 distritos rurales. La
caficultura peruana, a pesar de su importancia econdmica, enfrenta limitaciones en cuanto al manejo del
cultivo (deficientes practicas culturales, agotamiento de suelos, difusion de plagas y enfermedades) que
conllevan a indices de productividad por debajo de nuestros paises vecinos, no permitiendo mejor
posicionamiento en el mercado internacional (MINAGRI, 2014). Ademas existe desconocimiento de la
importancia de la actividad microbiolégica del suelo. Los Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA), son
simbiontes obligados de un amplio rango de especies vegetales. Las simbiosis son biétrofas y normalmente
mutualistas, siendo las interacciones compatibles de larga duracién basadas principalmente en la transferencia
bidireccional de nutrientes entre los simbiontes (Smith y Read, 2008). Una de las caracteristicas que se ha
descubierto en las micorrizas es que éstas se encuentran en forma natural en todos los suelos.

El desarrollo de la simbiosis planta - hongo, induce cambios en la fisiologia de la planta que la hace mas
resistente a diferentes tipos de estrés ambiental, ademas de tener influencia directa en la estructura del suelo y la
multifuncionalidad de los ecosistemas (Smith y Read, 2008). Sin embargo, en Perl hasta ahora no se ha
registrado el estudio de la influencia de consorcios micorricicos sobre el crecimiento y desarrollo de plantulas de
café en vivero. Este estudio esta orientado a generar conocimiento sobre el efecto de los HMA en la produccién
de plantas de café vigorosas con caracteristicas morfologicas ideales para su trasplante a campo definitivo.

MATERIALES Y METODOS

La metodologia se presenta en dos subsecciones donde se detallan el desarrollo del ensayo y las
evaluaciones de los parametros en estudio.

Conduccién del experimento

El estudio se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Micorrizas Arbusculares (LMA) y del vivero de
Multiplicacion de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana, ubicado en el Departamento de San Martin, Provincia de San Martin, Distrito de Tarapoto,
localizado entre las coordenadas 06° 28’ latitud sur y 76° 22’ longitud oeste, a una altitud de 330 m.s.n.m.m.

Obtencién de las fuentes de in6culo

Se seleccionaron tres provincias cafetaleras importantes en la Region San Martin: Lamas, Moyobamba vy El
Dorado y dentro de ellas se seleccionaron tres localidades distintas de acuerdo a la altitud y en cada
localidad se tomaron muestras de suelo de tres plantas de café como fuentes de inéculo. Se colectaron tres
muestras de suelo mas raicillas de las plantas de aproximadamente 1 kg por cada localidad evaluada. La
distribucion y procedencia de las fuentes de in6culo se presentan en la Tabla 1. Las muestras de suelo se
tomaron a profundidad de 0 a 15 cm, separadas a 30 cm del tallo principal en tres puntos diferentes. Estas
fuentes de inéculos colectadas pasaron a las instalaciones del vivero para ser multiplicados en macetas
utilizando plantas trampas de maiz Zea mays, por un periodo de 60 dias.

Cuantificacion de esporas de HMA

La cuantificaciéon de esporas se realiz6 segin el método de decantado hiumedo y tamizado propuesto por
Gerdemann y Nicolson (1963), a través de dos tamices de 250 y 38 pym respectivamente y centrifugado con
solucién de sacarosa al 45% (Sieverding, 1984). Por cada muestra se realizaron tres conteos, para obtener
un estimativo del nimero total de esporas. Luego del periodo de multiplicaciéon de los HMA en las plantas
trampas, el sustrato de cada cama se utilizé como fuente de indculo para los tratamientos testados.

Trasplante de las plantulas de café e inoculacién con HMA

Se prepar6 una mezcla de suelo agricola, con arena (2:1 v/v), desinfectada por medio del calor generado de
la energia solar capturada (solarizacién), durante 45 dias, para eliminar los patégenos del suelo que podrian
contaminar los ensayos (Diez-Rojo, 2006). El sustrato homogenizado y desinfectado se colocé en bolsas de
polietileno color negro de aprox. 3 kg, tanto el repique como la inoculacion con HMA se realizaron
simultaneamente para reducir el estrés de las plantulas y poner en contacto directo el in6culo con las raices.
Para ello, las plantulas de café emergidas que ya tenian totalmente abiertas las hojas cotiledonales (fase
mariposa), fueron extraidas cuidadosamente de las camas germinadoras y repicadas en cada bolsa
almaciguera; todas las bolsas repicadas fueron etiquetadas y codificadas. Las plantulas se inocularon
individualmente con 1500 esporas por planta en todos los tratamientos. El ensayo constituyd de 9
tratamientos con indculos y un tratamiento sin indculo (Control).
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Tabla 1: Distribucion de los tratamientos y procedencia de las fuentes de in6culos de HMA.

N° Tratamientos Descripcion Altitud (msnm)

TO Testigo — Sin HMA. -

T1 HMA procedencia Lamas — Chirapa. 800 — 1000
T2 HMA procedencia Lamas — Aviacion. 1000 — 1200
T3 HMA procedencia Lamas — Chontalillo. 1200 — 1400
T4 HMA procedencia Moyobamba — Calzada. 800 — 1000
T5 HMA procedencia Moyobamba — Los Angeles. 1000 — 1200
T6 HMA procedencia Moyobamba — Potrerillo. 1200 — 1400
T7 HMA procedencia El Dorado — Nueva Juventud. 800 — 1000
T8 HMA procedencia El Dorado — Buena Vista. 1000 — 1200
T9 HMA procedencia El Dorado — Monte de los Olivos. 1200 - 1400

Evaluaciones

Siete meses después de la siembra e inoculacién de HMA, seis plantulas de café por repeticion fueron
evaluadas con los siguientes indices:

Altura de planta: La medicién se realiz6 desde la base del tallo hasta el 4pice de la planta, utilizando una
regla milimetrada de 30 cm, se utilizé la misma regla para todas las evaluaciones. El material de medicion
fue desinfectado con alcohol al 96%, para evitar la contaminacion entre tratamientos.

Biomasa seca de la parte aérea y radicular: Para esta evaluacién fueron seleccionadas cuatro plantas
aleatoriamente por cada tratamiento. La biomasa se obtuvo mediante el peso de los componentes de las
plantas (raiz, tallo y lamina foliar) en una bascula analitica después de haberse secado en una estufa de
aire forzado a 60°C por 48 h.

Area Foliar (AF): Para la determinacion del area foliar se tomaron fotografias a las hojas de las plantas de
café. El célculo se hizo mediante el uso del software ASSES, que permite calcular el area foliar usando
colores de contraste y la calibracion de un objeto de area conocida.

Determinacién del porcentaje de colonizacion micorricica: Se realiz6 en raices jovenes (secundarias y
terciarias) del café, siguiendo la técnica descrita por Phillips y Hayman (1970) y modificada por Kormanik et
al., (1980) en su trabajo Procedures and equipment for staining large numbers of plant root samples for
endomycorrhizal assay citado por Kormanik et al., (1982), también conocido como método de tincién de
raices.

Estimacion del grado de colonizaciéon micorricica: Se calcul6 utilizando la metodologia de Trouvelot et al.,
(1986), para ello cada muestra estuvo conformada por 30 fragmentos de raiz tefiida de 1 cm de longitud,
colocadas verticalmente en paralelo una a continuacién de otra sobre una lamina portaobjetos y montadas
con una gota de lactoglicerol. Luego de cubrir las raices con laminas cubreobjetos, éstas se observaron en
estereomicroscopio con aumentos de 10x y 40x. Finalmente, para el calculo de la intensidad de la
colonizacion en el sistema radicular se utilizé la siguiente formula: (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl) / Total
de raices montadas.

Ddénde: n5 = namero de fragmentos clasificados como 5; n4 = nimero de fragmentos clasificados como 4;
n3 = numero de fragmentos clasificados 3, n2 = nimero de fragmentos clasificados como 2 y n1 = niUmero
de fragmentos clasificados como 1.

Determinacion de la longitud de micelio extraradical (LMER): La tincion de micelio extraradical se realizo
utilizando la técnica del gel semisdlido y cuantificacibn por el método de interseccion de cuadrantes
(Carballar, 2009), de acuerdo con el siguiente procedimiento: Para la estimacién de la longitud de micelio
extraradical las muestras preparadas se observaron en estereomicroscopio con aumentos de 5x y 10x,
contandose las intersecciones hifa-linea. La cantidad numérica obtenida se trasformd a longitud de micelio
por unidad de peso de suelo utilizando la formula de Newman (1966).
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Disefio estadistico y andlisis de datos

Se utilizé el disefio completamente al azar (DCA), con 9 tratamientos y un control, con nivel de significancia
de a = 0,05. Los datos de biomasa seca fueron transformados a Vx+1 (Padrén, 1996); mientras que para los
datos de la variable porcentaje de colonizacién se utilizé la transformacién angular arcsen Vx% (Box y
Hunter, 1989). Cada tratamiento estuvo constituido por 18 unidades experimentales y cada unidad
experimental fue representada por una planta de café variedad Caturra. Con los datos obtenidos se realizo
el analisis de variancia y para la comparacion de las medias se utilizé la prueba de Tukey con nivel de
significancia a = 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), colonizan dos tipos de ambientes, el primero ocurre en las
raices de la planta hospedera y el segundo ocurre en el suelo circundante, ambos a través de sus hifas
(Jansa, Bukovska y Gryndler, 2013). La variable colonizacién determiné el porcentaje de ocupacién de los
HMA nativos en las raices de café (Coffea arabica L.), el cual fue de un total de 31,33 + 11,50% (Fig. 1).
Asi mismo T1 present6 un valor inferior de colonizacién que varié de 11,50 a 15,83% en comparacion con
los demas tratamientos de 24,17 a 31,33%.

Entre los tratamientos inoculados no presentaron diferencias estadisticas significativas entre las medias en
concordancia con la prueba de Tukey (P < 0,05). Esta diferencia podria ser explicada por la utilizacion de
diferentes consorcios micorricicos y su diversidad de especies, que podrian diferir en el comportamiento de
su colonizacion, tanto en el tiempo de establecimiento de la simbiosis, asi como las condiciones particulares
del suelo que permiten la simbiosis (Hart y Reader, 2002; Zangaro et al., 2012.)

Por otro lado, la variable Longitud de micelio extraradicular (LMER), determiné la presencia de los HMA
nativos en el suelo circundante a las raices, donde ocurre la absorcién de nutrientes, razén por la cual su
estudio es reconocido como un aspecto importante de la simbiosis (Helgason y Fitter, 2009), en este trabajo
los resultados obtenidos con la inoculacion de HMA, difieren con el control, lo cual indica que los consorcios
micorricicos fueron capaces de establecer la simbiosis conocida como micorriza con las plantas de café.
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Fig. 1: Porcentaje de colonizacion en las raices de café

La variable longitud de micelio extraradical se muestra en la Fig. 2. Se puede observar que T9, obtuvo el
mayor valor para esta variable con diferencias significativas sobre los demas que varié de 120 a 149 cm,
seguidos por T5, y T8, sin diferencias estadisticas significativas entre ellos. T4, y T6, fueron los que
obtuvieron los menores valores de 40 a 50 cm, con diferencias significativas entre ellos. Sin embargo adn
éstos fueron mayores que TO, que no presenté colonizacién, como consecuencia de no haber sido
inoculado con HMA nativos del cultivo de café.
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Se observa que la longitud de micelio extraradical de los tratamientos inoculados con HMA, sin importar su
procedencia, presentd diferencias estadisticas significativas en comparacién con TO. Es importante
mencionar que T1, que presentd un bajo porcentaje de colonizacidon micorricica, en cuanto a la variable
longitud de micelio extraradical (LMER), superé a T3, T4, y T6, lo cual explica que la LMER no depende del
grado de colonizacién sino de la especie de HMA (Carballar, 2009).

A diferencia de la colonizacién, con esta variable se ha corroborado lo mencionado por Lopez, (2012), quien
menciond que es mediante el micelio extraradical que se lleva a cabo la funciéon nutricional, logrando de
esta manera influir favorablemente en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Con los resultados
obtenidos se constatd que el micelio externo funciond como una extensién fisica del sistema radicular
(Finlay, 2008), logrando alcanzar 148,72 cm para T9.

160 - a
b e
£ 140 1
§ == b
= E
S 120 -
o)
o
© 100 -
5 ¢ e c
2 80 1 -
= —= d
g de —
£ 60 4 e
(0]
o
3 40 -
S
5
3 201 f
0
° 3 S 2 © 3 2 3 b g
= @ ) 3 3 o S = i S
S = g = N 2 5 g > o
o < 2 ($) < g a o s
S o N o - 9 - ) %
N [e9} ..
= = = o il S © z = )
= o ',: ~
'_

Tratamientos

Fig. 2: Longitud de micelio extraradical (LMER), inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares

Las plantas de café inoculadas con micorrizas presentaron mejores caracteristicas anatomicas después de
7 meses de establecidas en condiciones de vivero. El analisis de varianza de los datos de altura de las
plantas, indic6 que existe diferencia significativa entre los tratamientos inoculados comparados con TO,
siendo T8, el mejor para la variable altura de planta. Las plantas fueron en promedio 10,65% mas altas que
el control (Fig. 3). Esto pudo deberse a que las plantas de café variedad Caturra son “Altamente
dependientes” a la asociacién micorrizal (Jaramillo y Osorio, 2009), y en consecuencia éstas pudieron
beneficiarse de la influencia que los HMA ejercen en el crecimiento de las plantas (Osorio, 2012).

Por tanto se puede indicar que las diferencias estadisticas observadas en los tratamientos inoculados con
HMA, pudieron haber sido causadas por la diversidad de especies que presentaron los consorcios
micorricicos utilizados como fuente de indculo.

Resultados semejantes fueron observados por Trejo et al., (2011), en un estudio conducido bajo
condiciones controladas de invernadero, aplicaron consorcios micorricicos arbusculares que incrementaron
la altura de las plantulas del café en 91% con respecto a plantas no inoculadas. El mejor momento para
establecer la simbiosis entre los HMA y las plantas de café es su estado vegetativo inicial; puesto que
significa un mejor aprovechamiento de nutrientes, un ahorro en fertilizantes quimicos y una manera de
asegurar el mayor nimero de plantas vigorosas para el trasplante a campo definitivo (Alarcén y Ferrera-
Cerrato, 1999).

Los incrementos del area foliar en las plantas inoculadas oscilaron desde 77,45 hasta 239,31%,
encontrandose efectos positivos en todos los tratamientos inoculados comparados con TO, corroborando la
alta dependencia micorricica del café (Jaramillo y Osorio, 2009). Resultados semejantes encontr
Fernandez-Martin et al., (2005), en sus investigaciones realizadas en café variedad Catuai en etapa de
vivero, con incrementos entre 6 y 140% de area foliar con respecto a plantas no inoculadas, resultados
similares se obtuvieron con el ensayo segun la Fig. 4.
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Fig. 3: Altura de planta (cm) de café inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares
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Fig. 4: Area foliar (cm?) de plantulas de café inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares

Al igual que el crecimiento de la planta y el &rea foliar, la produccion de biomasa seca es considerada como un
indicador de la evidencia de los beneficios que una planta hospedadora de HMA puede obtener de la simbiosis
micorricica. En los resultados se observaron incrementos de la biomasa seca &rea de los tratamientos
inoculados con HMA, que fluctuaron entre 85,51 y 201,64% mas que las plantas no inoculadas (Fig. 5). Para
esta variable, los mejores resultados se obtuvieron con los tratamientos T5, T8 y T9, procedentes de las
provincias de Moyobamba y El Dorado.

Un trabajo realizado por Cuervo, (2017) quien inoculd plantas de Coffea arabica con Rhizoglomus
fasciculatum (anteriormente llamado Glomus fasciculatum), obtuvo resultados significativamente superiores de
biomasa seca aérea en dichas plantas comparadas con aquellas que no fueron inoculadas con el hongo

micorricico.
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En la Fig. 6 se observan incrementos de la biomasa seca radicular para todos tratamientos inoculados con
HMA que fluctuaron entre 77,16 y 203,22%, en comparacion con las plantas no inoculadas. Diversos estudios
en condiciones de invernadero demuestran que la asociacién simbiética produce diversos cambios y/o
modificaciones a nivel fisioldgico y morfolégico destacandose los incrementos en la actividad fotosintética por
efecto de la mayor capacidad de fijaciébn de COq, incrementando la tasa de crecimiento y biomasa. Los
resultados corroboran lo mencionado por Al-Areqi et al., (2014), quienes afirmaron que las plantas de Coffea
arabica inoculadas con HMA en su estado vegetativo inicial obtienen mayor cantidad de biomasa radicular.

En este estudio la inoculacion con los consorcios micorricicos arbusculares nativos presentaron una ventaja
respecto a la obtencion de plantones aptos para el trasplante a campo definitivo.
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Fig. 5: La biomasa seca de la parte aérea (g) inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares
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Fig. 6: La biomasa seca radicular (g) en plantulas de café inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares

Se encontrd que existié una fuerte correlacién entre longitud de micelio extraradical (LMER), con la altura de
planta y biomasa radicular seca en todos los consorcios estudiados, con altos y significativos coeficientes de
determinacion (R% 0,72 y 0,73 respectivamente). No obstante las variables area foliar y biomasa area seca
presentaron una moderada correlacion entre la longitud de micelio extraradical (R? 0,60 y 0,62

respectivamente) (Tabla 2).
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Este resultado nos sugiere que la longitud de micelio extraradical ha influenciado en el crecimiento y
desarrollo de las plantas de café y que los consorcios de HMA, han sido efectivos en todos los tratamientos
inoculados comparados con el control. Estas correlaciones se explicarian por los cambios de orden
fisiolégico y morfoldgico ocurridos en las plantas inoculadas a causa de la simbiosis con los HMA, luego de
la colonizacion y desarrollo del micelio extraradical (Zangaro et al., 2012), fueron las que lograron incorporar
los nutrientes necesarios para incrementar las tasas de crecimiento y desarrollo significativamente mayores
en comparacion con las plantas no inoculadas. Dichos incrementos se vieron reflejados en cada una de las
variables morfolégicas evaluadas en el presente estudio.

Tabla 2: Analisis de correlacién lineal de Pearson entre la longitud de micelio
extraradical y las variables morfolégicas evaluadas de las plantas de café.

. Longitud de micelio
Parametros .
extraradical
Altura de planta 0,72
Area foliar 0,60
Biomasa aérea seca 0,62
Biomasa radicular seca 0,73

CONCLUSIONES

El estudio ha demostrado que la inoculacion de HMA-N en plantulas de café variedad Caturra, presenta
efectos positivos sobre los diferentes parametros morfolégicos de la planta, estableciéndose que los
mejores consorcios micorrizicos fueron los provenientes de las provincias de Moyobamba y El Dorado (T5,
T8y T9).
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