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RESUMEN

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) desempefian un papel esencial en la
relacion entre las plantas y el suelo, siendo cruciales para el desarrollo y resistencia a
diferentes tipos de estrés en plantas. En el contexto peruano, el cultivo de Coffea arabica
L. tiene gran relevancia econdémica nacional e internacional. Por lo tanto, el presente
estudio tuvo como objetivo evaluar como las caracteristicas del suelo afectan la
simbiosis entre diferentes especies de HMA y plantulas de C. arabica. Se seleccionaron
suelos de cuatro provincias: Lamas, Rioja, San Martin y El Dorado, y se utilizé un Disefio
Completamente al Azar con dos factores: tipos de suelo (A) y especies de HMA (B),
ademas de un grupo control no inoculado. Se establecieron 12 tratamientos, cada uno
con 15 repeticiones, totalizando 180 unidades experimentales. Durante 5 meses, se
evalu6 el impacto de Rhizoglomus variabile y Rhizoglomus dunense en caracteristicas
fisiolégicas, morfolégicas y enziméticas de las plantulas de café en diferentes suelos.
Se analiz6 la concentracion de nutrientes en las hojas, altura de las plantas, diametro
del tallo, contenido de clorofila y actividad enzimatica antioxidante. Nuestros resultados
destacan el impacto positivo de Rhizoglomus dunense como biofertilizante, con mejoras
significativas en la mayoria de los parametros evaluados. El suelo de Rioja mostré
resultados menos favorables debido a su pH acido y baja concentracién de fésforo,
mientras que los suelos de San Martin, El Dorado y Lamas fueron mas adecuados para
el cultivo de café, y fue el suelo de El Dorado el que mas potencializé la actividad
micorrizica. Esto permite identificar las especies de HMA mas efectivas como
biofertilizantes y proporciona informacién crucial para mejorar la produccién agricola,

especialmente en cultivos como el café.

Palabras clave: Glomeromycota, Glomeraceae, antioxidantes, enzimas, biofertilizante.
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) play an essential role in the relationship between
plants and soil, being crucial for the development and resistance to different types of
stress in plants. In the Peruvian context, the cultivation of Coffea arabica L. is of great
national and international economic relevance. Therefore, the present study aimed to
evaluate how soil characteristics affect the symbiosis between different AMF species
and C. arabica seedlings. Soils were selected from four provinces: Lamas, Rioja, San
Martin and El Dorado, and a Completely Randomized Design was used with two factors:
soil types (A) and AMF species (B), plus a non-inoculated control group. Twelve
treatments were established, each with 15 replications, totaling 180 experimental units.
The impact of Rhizoglomus variabile and Rhizoglomus dunense on physiological,
morphological and enzymatic characteristics of coffee seedlings in different soils was
evaluated during 5 months. Leaf nutrient concentration, plant height, stem diameter,
chlorophyll content and antioxidant enzyme activity were analyzed. The results highlight
the positive impact of Rhizoglomus dunense as a biofertilizer, with significant
improvements in most of the parameters evaluated. The soil of Rioja showed less
favorable results due to its acid pH and low phosphorus concentration, while the soils of
San Martin, El Dorado and Lamas were more suitable for coffee cultivation, and it was
the soil of EI Dorado that most potentiated mycorrhizal activity. This allows the
identification of the most effective AMF species as biofertilizers and provides crucial

information to improve agricultural production, especially in crops such as coffee.

Key words: Glomeromycota, Glomeraceae, antioxidants, enzymes, biofertilizer.
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CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

El café es uno de los cultivos mas importantes y populares en el mundo, ocupa el
segundo lugar como uno de los productos agronémicos con mayor demanda
internacional (Séanchez, 2017), se estima que mas de 70 paises producen y
comercializan café (Coral, 2015). En consecuencia, en el Peru, este cultivo representa
el principal producto agricola de exportacion y se analiza que para el afio cafetalero
2023/24 el incremento en las exportaciones peruanas de café alcanzara la cifra de 4.3

millones de sacos de 60 kilos, acercandose a 174.3 millones de sacos (USDA, 2023).

La produccion de café en Peru abarca 11 regiones, 67 provincias y 338 distritos, siendo
San Martin una de las principales regiones productoras. Sin embargo, la agricultura
peruana enfrenta desafios que se traducen en una produccion insuficiente para atender
la demanda internacional (MINAGRI, 2020). Se cultivan aproximadamente 425,416
hectareas de café, lo que representa el 6% de la superficie agricola nacional, y este
sector proporciona empleo a alrededor de 2 millones de peruanos, beneficiando a
223,482 familias (MINAGRI, 2020).

En un contexto mas especifico, las principales regiones productoras de café peruano
son Pasco, Cajamarca, San Martin, Junin y Amazonas, con un rendimiento promedio
anual de 1081 kg / ha, 1046 kg / ha, 969 kg / ha, 792 kg / ha y 705 kg/ ha,
respectivamente (Salas et al., 2020). Es por ello que este cultivo resulta indispensable

en el sector econémico, social y ambiental de la regién San Martin.

El cultivo del café ha enfrentado diversas dificultades, siendo uno de los desafios mas
significativos la propagacién de la roya amarilla (Hemileia vastatrix) que afecté al café
entre 2008 y 2013 (Arteaga, 2019). Ademas, se ha observado que la degradacion
continua de los suelos, resultado de préacticas inadecuadas en los sistemas de
produccién y la sobreutilizacion de agroquimicos, ha llevado a una disminucion de la
biodiversidad del suelo y del equilibrio ecolbgico, lo que a largo plazo también ha

afectado la seguridad alimentaria (Perea-Rojas et al., 201).

Frente a estos desafios, ha surgido la necesidad de encontrar soluciones. Por lo tanto,
actualmente se estan llevando a cabo investigaciones sobre los Hongos Micorrizicos
Arbusculares (HMA) nativos. Estos microorganismos no solo mejoran la absorcion de
nutrientes, sino que también promueven una mayor resistencia a plagas y enfermedades

(Smith & Read, 2008). Es importante destacar que el café es una planta endomicorrizica
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obligatoria lo que significa que depende de las micorrizas para su desarrollo (Alva,
2019).

Dado que el rango 6ptimo de pH para el cultivo de café se sitia entre 4.50 y 5.50
(Méarquez et al., 2020), la rizosfera del café se convierte en un candidato ideal para
estudiar la actividad de los HMA, ya que compromete la presencia o ausencia de
distintos nutrientes de gran importancia, como el fésforo. Ademas, se tiene evidencias
de que una menor disponibilidad de nutrientes, especialmente de fosforo, favorece la
actividad simbiotica de estos hongos (Sang et al., 2018; Hernandez-Acosta et al., 2021).
En la region San Martin, los cafetales generalmente se encuentran en suelos &cidos,
con un pH que oscila entre 4.06 y 4.97, y una baja disponibilidad de nutrientes,

particularmente nitrégeno, fésforo y potasio (Arteaga, 2019).

Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo desempefian un papel crucial en la
actividad y el desarrollo de los HMA. Por tanto, esta investigacion busca identificar
cudles de estas caracteristicas favorecen una mayor actividad simbiética de los hongos
micorrizicos arbusculares en plantas de Coffea arabica L., ademas, se pretende
determinar qué especies de HMA se adaptan mejor a los diferentes tipos de suelos

presentes en la region de San Matrtin.

Bajo este contexto se estableci6 como objetivo general determinar el efecto de
caracteristicas fisico-quimicas del suelo sobre el potencial simbiético de hongos

micorrizicos arbusculares en plantulas de Coffea arabica L., Tarapoto.
Adicionalmente, los objetivos especificos fueron:

a) Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de suelos colectados en plantaciones de
Coffea arabica L. bajo diferentes condiciones edafoclimaticas de la region San

Martin.

b) Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo en la colonizacion
micorrizica de plantulas de Coffea arabica L. inoculadas con diferentes especies de

hongos micorrizicos Arbusculares nativos.

c¢) Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo sobre los
parametros morfolégicos, fisioldgicos y enzimaticos en plantulas de Coffea arabica

L., inoculadas con diferentes especies de hongos micorrizicos arbusculares nativos.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Munir et al. (2003) examinaron coémo los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
influyeron en el desarrollo y la nutricion de plantas cultivadas en suelos salinos con
distintos niveles de sal y fosforo. Emplearon tres tipos de suelo con variadas
concentraciones de salinidad y fosforo, y aplicaron diversos tratamientos que
involucraban la inoculacion con HMA y la aplicacion de fertilizante fosfatado. A lo largo
de un periodo de cinco semanas, cultivaron cebada y observaron que las plantas en
suelos altamente salinos presentaron un crecimiento inferior, debido al impacto del
potencial osmético del suelo en la absorcion de nutrientes y en el desarrollo de las
raices. Tanto la aplicacion de fertilizantes fosfatados como la inoculacién con HMA
mejoraron tanto el crecimiento como la absorcién de fésforo, hierro y zinc por parte de
las plantas. No obstante, se registr6 una reduccion en la absorcién de micronutrientes a

medida que aumentaba la salinidad del suelo.

Fernandez-Martin et al. (2005) examinaron los efectos de la inoculacién de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) y las relaciones entre el suelo y el humus de lombriz
en plantulas de cafeto cultivadas en tres tipos de suelos: acrisol, cambisol districo y
cambisol eltrico. Llevaron a cabo tres experimentos en un entorno controlado de vivero.
Los resultados demostraron que la inoculacion con HMA generd efectos positivos,
produciendo incrementos notables en el area foliar en comparacion con las plantas no
tratadas. La eficacia de las cepas de HMA inoculadas se vio afectada por la fertilidad
del suelo y la proporcion entre suelo y humus de lombriz. La cantidad de micomasa
endofita mostré una relacion inversa con la fertilidad del suelo, siendo mayor en suelos
con menor fertilidad. La inoculacion micorrizica en los sustratos mas apropiados para
cada tipo de suelo resulté en aumentos significativos en los niveles de nutrientes.
Ademas, se identificaron ciertas cepas de HMA que exhibieron respuestas especificas
segun el tipo de suelo: Glomus clarum y Glomus spurcum en acrisol-cambisol districo,

y Glomus fasciculatum en cambisol eutrico.

Carrenho et al. (2007), en Brasil, investigaron el impacto de diversas propiedades del
suelo en la colonizacién micorrizica arbuscular de cultivos como el mani, el sorgo y el
maiz. Sus hallazgos destacaron que la textura del suelo era el principal factor que influia
en la colonizacién de raices, observando una estimulacion mayor en suelos con un

mayor porcentaje de arena en comparacion con aquellos con mas arcilla.
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Barrer (2009) en Colombia, investigd el uso de HMA en la agricultura y concluyo6 que los
sistemas de monocultivo y el uso de pesticidas reducen la presencia de estos hongos

en los suelos y generan diferentes respuestas en los cultivos.

Trejo et al. (2011) llevaron a cabo un estudio para examinar siete conjuntos de HMA,
obtenidos de fincas cafetaleras con distintos niveles de tecnologia en Veracruz, influian
en el desarrollo de plantas de café var. Garnica tanto en invernadero como en campo.
Observaron que la tecnologia empleada en las fincas afectaba la variedad de especies
de HMA presentes, siendo menor en fincas mas avanzadas tecnolégicamente. En el
invernadero, los conjuntos de HMA incrementaron significativamente la altura de las
plantas en comparacién con los grupos de control, destacando el conjunto denominado
La Estanzuela después de 130 dias desde la inoculacion. En el campo, a los 290 dias
después de la inoculacion, las plantas inoculadas con los conjuntos La Estanzuela,
Miradores y Paso Grande maostraron una supervivencia superior al 80 %. Ademas,
observaron que los conjuntos mas eficaces en promover el crecimiento y la
supervivencia de las plantas en el campo procedian de fincas con un nivel tecnolégico

intermedio, que también presentaban una mayor diversidad de especies de HMA.

Coral (2015) estudi6 la diversidad de HMA nativos y su capacidad micorrizica en el
cultivo de café en diferentes condiciones agroecoldgicas en la Regién San Martin, Perq.
Concluy6é que el contenido de materia organica y el pH del suelo eran factores
determinantes para la colonizacion de los HMA en el café, siendo mas favorable en
suelos con pH bajo y textura arenosa. Ademas, sefial6 la importancia del oxigeno en el

suelo para el crecimiento miceliar.

Sanchez (2017) estudiaron el efecto de diversos inoculos de hongos micorrizicos
arbusculares en el desarrollo de plantas clonales de café en la provincia de Rodriguez
de Mendoza, se llevo a cabo un experimento en invernadero. Los in6culos de HMA se
recolectaron en fincas cafetaleras locales, mientras que los clones de las plantas de café
fueron sometidos a procedimientos de estrés y hormonales para favorecer el crecimiento
de los brotes. Posteriormente, los brotes fueron tratados para promover el enraizamiento
y luego fueron inoculados con HMA. Todos los inéculos de HMA demostraron tener
efectos positivos en el crecimiento de las plantas de café, siendo los tratamientos T10,
T1y T11 los mas destacados. A nivel fingico, aunque la colonizacion micorrizica fue
baja, los tratamientos mencionados mostraron una buena presencia y longitud de

micelio extrarradical

Del Aguila et al. (2018), en la region San Martin, Perd, evaluaron la inoculaciéon de

consorcios micorrizicos arbusculares en el café Caturra. Encontraron que la inoculacion
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de HMA nativos tenia efectos beneficiosos en diversos parametros morfologicos de las
plantas, destacando los consorcios micorrizicos de las provincias de Moyobamba y El

Dorado.

Sang et al. (2018) analizaron los efectos de los HMA y las condiciones del suelo en el
crecimiento de las plantas en cultivo. Observaron una especificidad de hospedador
dependiente de la especie y que la colonizaciéon de los HMA disminuia en suelos ricos

en fosfatos; la investigacion se desarroll6 en Corea.

Quifionez et al. (2018), en México, investigaron las comunidades vegetales en suelos
semiaridos y su relacién con los HMA. Encontraron que, a menor disponibilidad de

nutrientes, especialmente fosforo, habia menor densidad de esporas de HMA.

Trejo-Aguilar (2018), en México, estudiaron el impacto de la inoculacion de HMA en
variedades de café y concluyeron que el efecto de la inoculacién variaba segun la

variedad de café, con mejores resultados en la variedad Caturra.

Alva (2019) investigd la produccion intensiva de HMA utilizando plantas trampa e
in6culos de suelos rizosféricos de café de diferentes altitudes en la Regién San Martin.
Encontré6 que el arroz era la planta trampa mas eficaz para la multiplicacién de
consorcios de HMA y destacé la importancia de la fuente de in6culo en el éxito del

proceso.

Prayogo et al. (2020), en Indonesia, evaluaron la estructura y composicién de las
principales micorrizas arbusculares bajo diferentes sistemas agroforestales de manejo

agricola de café y pino. Encontraron que la especie de HMA mas comun era Glomus sp.

Falcon E. et al. (2021), en Cuba, realizaron un estudio sobre el efecto de cepas de HMA
en el desarrollo de Swietenia mahagoni L. Jacq. cultivadas con sustratos organicos.
Observaron mejoras significativas en el crecimiento de las plantas, especialmente en

sustratos con bajo contenido de fésforo.

Romero-Arias et al. (2021), en Cuba, evaluaron el impacto de la aplicacién de cepas de
micorrizas en el desarrollo de Glycine max L. y encontraron mejoras en aspectos

morfologicos y una reduccion en los costos de produccion.

Corazon-Guivin et al. (2023), evaluaron la diversidad de especies de HMA en
plantaciones de café en cuatro provincias de Perq, y el efecto de cepas nativas de HMA
en el crecimiento del café. Identificaron 35 morfoespecies de HMA en 12 plantaciones,
seleccionaron dos especies nativas, Rhizoglomus variabile y Nanoglomus plukenetiae,

para realizar experimentos de inoculacién en plantulas de café. Ambas especies



22

demostraron una colonizacién efectiva de las raices del café, resultando en un
significativo aumento en la biomasa de brotes, raices y total en comparacién con los
controles sin micorrizas. R. variabile mostr6 un desempenfo superior a N. plukenetiae en
todos los aspectos evaluados. Aunque la inoculacién conjunta de ambas especies no
presenté mayores beneficios en el crecimiento de las plantas, la colonizacién del café
por R. variabile o N. plukenetiae mostré un marcado incremento en su desarrollo. Estos
hallazgos resaltan el potencial de R. variabile para mejorar la productividad y el

establecimiento del café.
2.2. Fundamentos tedricos
2.2.1. Importancia del café

El cultivo de café ocupa un lugar destacado en la exportacion peruana, abarcando
aproximadamente 420 000 hectareas en todo el pais (MINAGRI, 2020). En la region San
Martin, este cultivo se extiende por sus 10 provincias, siendo predominantes las

variedades Caturra, Pache y Catimor (Alva, 2019).
2.2.2. Requerimientos nutricionales

Es crucial entender la fertilidad del suelo que alberga el cultivo de café para conocer sus
necesidades nutricionales. Una vez evaluada esta fertilidad, es posible aplicar los
elementos que puedan estar en déficit, logrando asi un equilibrio de los nutrientes
esenciales. Este equilibrio nutricional resulta fundamental para mejorar el rendimiento

del cultivo de café (Arteaga, 2019).
2.2.3. Micorrizas

La definicibn de micorriza se refiere a una simbiosis, especificamente mutualista,
establecida entre los hongos micorrizicos y las raices de una planta. Brinda beneficios
significativos a ambas partes, como la mejora en la absorcion de agua y nutrientes por
parte de la planta, mientras que el hongo se beneficia de los compuestos carbonados

producidos durante la fotosintesis (Quifionez et al., 2018).

El término "micorriza" fue acufiado por primera vez por Albert Bernard Frank en 1885
para describir la relacion simbiética mutualista entre las raices de las plantas y ciertos
hongos del suelo (Arévalo, 2018). La investigacion indica que esta simbiosis entre
hongos y plantas ha existido durante mas de 400 millones de afos, y en la actualidad,

se sabe que la mayoria de las plantas terrestres establecen micorrizas (Arévalo, 2018).

2.2.4. Hongos micorrizicos arbusculares
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Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se encuentran de forma natural en
aproximadamente el 85% de las especies vegetales (Barrer, 2009). Alva (2019) subraya
gue los HMA son "simbiontes obligados" y, como resultado, "no pueden ser cultivados
in vitro". Estos HMA pertenecen a un grupo de hongos biotrofos obligados,
caracterizados por formar estructuras arbustivas con ramificaciones de hifas llamadas

arbusculos (Restrepo et al., 2019; Arévalo, 2018).
2.2.5. Importancia de los HMA

La relevancia de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) reside en su capacidad
como biofertilizantes naturales, lo que ha llevado a su produccion y aplicacién en
numerosos paises (Sang et al.,, 2018). El empleo de HMA se presenta como una
alternativa al uso excesivo de agroquimicos, especialmente fertilizantes. En este
sentido, Cobb et al. (2018) sefalan que "Las sinergias entre los hongos AM vy las
enmiendas alternativas del suelo pueden contribuir a reducir la dependencia de
fertilizantes comerciales, al tiempo que se mantienen los rendimientos agricolas de alta
calidad. Esto no solo disminuye los costos agricolas, sino que también satisface las

necesidades nutricionales de la poblacion humana".

Los HMA potencian la absorcion y transferencia de nutrientes esenciales para las
plantas (Fernandez-Martin et al., 2005), con énfasis particular en la absorcion vy
transferencia de fosforo, mas destacada en la mayoria de las simbiosis (Arévalo, 2018).
Estos beneficios son posibles debido a la mayor disponibilidad de nutrientes y a la
produccién de fitohormonas por parte de las micorrizas. Ademas, se ha observado que
estos hongos ayudan a reducir el estrés biético y abiodtico (Cotrina, 2019). En este
contexto, "también se ha evidenciado que las plantas micorrizadas se recuperan mas
rapidamente de periodos breves de sequia en comparacién con las plantas no

micorrizadas" (Munir et al., 2003).
2.2.6. Simbiosis HMA/planta

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) han sido reportados como asociados con
una variedad de hospederos, si bien esta relacion depende considerablemente de la
especie de HMAy, en ciertas ocasiones, de las condiciones edaficas (Sang et al., 2018).
Segun Alva (2019), el arroz se destaca como una planta trampa altamente efectiva para

la multiplicacién de consorcios de HMA.

La interaccién entre los HMA y las plantas se basa en un intercambio nutricional
mutuamente beneficioso. En este contexto, los hongos micorrizicos se benefician del

transporte de compuestos solubles de carbono y de un ambiente relativamente libre de
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competidores proporcionado por la planta, mientras que estas Ultimas obtienen agua y
nutrientes extraidos del suelo por el hongo. De hecho, se considera que esta simbiosis
constituye la parte metabdlicamente mas activa de la planta, al interactuar
estrechamente con los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes (Stirmer et al., 2021).
Ademas, se atribuye el aumento en la absorcion de nutrientes a una mayor afinidad por
iones especificos y a la reduccién de la concentracion umbral para la absorcién, asi
como a la exploracion de un mayor volumen de suelo y al incremento de la superficie de
las raices. Asimismo, se sefiala que el aumento en el crecimiento de las plantas
micorrizicas se debe principalmente a mejoras en la fotosintesis y en la absorcion de
fosforo (Munir et al., 2003).

2.2.7. Especies

En total, se han identificado més de 350 especies de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) en todo el mundo, y se presume que aun existen muchas mas por descubrir, ya
gue solo se ha explorado un minimo de territorio a nivel mundial (Sang et al., 2018). En
lo que respecta a la asociacién de HMA con el cultivo de café, Hernandez-Acosta et al.
(2021) sefialan que "se han identificado mas de 100 especies en diferentes paises de
todo el mundo". Ademas, segun Prayogo et al. (2020), el género mas comun en esta

relacion es Glomus spp., en comparacion con Acaulospora spp. y Gigaspora spp.
2.2.8. Relacion de los HMA con el suelo

La relacién entre los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y los parametros fisico-
quimicos del suelo puede ser variable y a veces contradictoria. Por ejemplo, la
investigacion de Trinidad-Cruz et al. (2017) no encontrd una correlacion evidente entre
las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y la riqueza de morfotipos o la abundancia
de esporas de HMA en los sitios de muestreo. Sin embargo, otras investigaciones
sugieren que factores como el pH, la humedad del suelo y la disponibilidad de nutrientes
pueden influir tanto en la colonizacion micorrizica como en el numero de esporas
(Barrer, 2009).

Ademas, diversos estudios han evaluado la relacion entre los HMA y el contenido de
fésforo en el suelo, y han observado que a medida que aumenta la concentracion de
fosfatos, la colonizacion de HMA tiende a disminuir. Esto subraya la importancia de
conocer los niveles de fésforo disponibles en el suelo al aplicar HMA (Sang et al., 2018;
Hernandez-Acosta et al., 2021). Barrer (2009) incluso sugiere que la simbiosis puede

verse reducida o inhibida en suelos con altas concentraciones de fdsforo.
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En cuanto a la profundidad del perfil del suelo, se ha observado que, a mayor
profundidad, hay menos micorrizas, posiblemente influenciado por la cantidad y calidad
del humus. Arévalo (2018) encontré que los primeros 15 centimetros del suelo tenian
una mayor densidad de esporas en comparacién con profundidades de 15 a 30
centimetros, donde la densidad era menor. Ademas, las condiciones del suelo, como el
contenido de agua y la textura, también pueden afectar la formacién de asociaciones
micorrizicas, con suelos arenosos estimulando y suelos arcillosos inhibiendo dicha
formacion (Carrenho et al.,, 2007). Aparte de los factores edaficos mencionados
anteriormente, las condiciones ambientales, como la temperatura y la precipitacion,
también pueden influir en los HMA. La actividad micorrizica depende de los sustratos y
hospedantes que sean utilizados (Corazon-Guivin et al., 2022). El sustrato tiene mucha
importancia en la influencia de comunidades de HMA por las propiedades fisico-
guimicas del suelo (Leal et al., 2009). Uno de los atributos que tiene interferencia en el
desarrollo fungico y la colonizacion en la raiz de la planta, limitando su crecimiento y

reproduccion (Baslam et al., 2013).
2.2.9. Relacidon Coffea arabica L.y HMA

Hernandez-Acosta et al. (2021) resaltan que el café es una planta endomicorrizica
obligatoria, lo que implica su dependencia de la micorriza arbuscular para la nutricion,
especialmente en suelos con condiciones acidas y pobres. Esta simbiosis mejora
significativamente la absorcion de nutrientes esenciales como fésforo, nitrégeno y
calcio. En este sentido, Lopez et al. (1983) sugieren que la fase de vivero del café, que
marca el inicio de su desarrollo, es el momento mas propicio para la inoculacion con

hongos micorrizicos, respaldando esta afirmacion Trejo et al. (1998).

Un aspecto crucial tanto para el cultivo de café como para los hongos micorrizicos
arbusculares es el fosforo. Se ha observado que es necesario que el contenido de
fésforo en el suelo no exceda los 50 mg/kg, ya que concentraciones mas elevadas
pueden inhibir el efecto beneficioso de los HMA en las plantas de café, segln sefiala
Hernandez-Acosta et al. (2021).

En relacion con las especies de HMA asociadas al café, Diaz (2022) indican que las
familias con el mayor numero de especies vinculadas a este cultivo son
Acaulosporaceae, Gigasporaceae y Glomeraceae. De estas familias, el género
Acaulospora destaca por tener el mayor nUmero de especies reportadas asociadas al
café, una observacion respaldada Hernandez-Acosta et al. (2021), quienes sefialan su

presencia frecuente en suelos con pH acido.
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Los hongos micorrizicos arbusculares desempefian un papel productivo en el cultivo de
café, mejorando la absorcion de fésforo (P), lo que resulta en un desarrollo mas robusto
de la planta (Perea Rojas et al., 2018). Ademas, se ha observado un aumento en la
biomasa y productividad de la planta, junto con una mejora en la actividad fisiolégica,
evidenciada por un efecto positivo en la tasa fotosintética y conductancia estomatica,
entre otros aspectos (Sousa Cruz et al., 2019). Por otro lado, estudios demuestran que
la aplicacion de HMA en el café contribuye a combatir plagas que afectan el cultivo,

como nematodos (Vallejos-Torres et al., 2021).
2.2.10. Uso de HMA como inoculantes

Barrer (2009) sostiene que "los HMA nativos presentan mejores resultados que la
inoculacion con otros HMA", la fase de plantula en el vivero es el mejor estado fenolégico
para aplicar HMA, destacando que "producir plantas de calidad en el vivero contribuye
a garantizar un mayor porcentaje de supervivencia en las plantaciones forestales y en

los programas de reforestacion.
2.2.11. Enzimas de proteccidn celular

Las plantas estan equipadas con diversos mecanismos de proteccion celular para
neutralizar las moléculas reactivas de oxigeno (ROS), regulando el exceso de ROS
antes de que puedan dafar el metabolismo y la estructura celular. Este sistema de
defensa implica una serie de componentes antioxidantes enzimaticos, como catalasas
(CAT), peroxidasas y superdxido dismutasas (SOD). También incluye enzimas que
forman parte del ciclo ascorbato-glutation, como el ascorbato peroxidasa (APX) y el

glutation reductasa (GR) (Karuppanapandian et al., 2011).

La enzima catalasa (CAT), es procesada durante la formacién de la simbiosis, ya que la
planta genera reacciones iniciales planta-patégeno, entonces la planta produce
moléculas de H:0O; la cual es degrada por la CAT (Blilou et al. 2000), esta enzima
participa en la via ascorbato-glutatién que se encarga de la degradacion del H,O, (Sofo
et al. 2015). La catalasa es una enzima antioxidante, la cual reduce la concentracién de

02 - y H202, productos de un evento de estrés para la planta (Foyer y Noctor 2005).

Las enzimas glucanasas son producidas por las plantas para degradar las paredes de
hongos patégenos, hidrolizan enlaces @-1,3-d-glucosidicos y g-d-glucanos, compuestos
de la pared fungica (Simmons, 1998). Existen evidencias que indican que esta enzima
también es procesada en presencia de otro tipo de patégenos y a diferentes peligros

biéticos y quimicos (Pozo et al., 1999).
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La relacion entre estas enzimas y el café radica en su capacidad para mantener la
homeostasis redox en las células vegetales, particularmente en situaciones de estrés.
La exposicion al estrés ambiental, como sequias, altas temperaturas o patdgenos,
puede inducir la produccién de ROS en las plantas de café. La presencia y la actividad
de estas enzimas son esenciales para contrarrestar los efectos dafinos de las ROS, lo
gue contribuye a la resistencia y la salud de las plantas de café (Karuppanapandian et
al., 2011).

Estas moléculas ROS se producen en presencia de diversos factores, tanto biolégicos
como patdgenos, parasitos y simbiontes, como por factores abibticos que incluyen
temperaturas extremadamente altas o bajas, radiacion, salinidad y otras condiciones
ambientales (Gill & Tuteja, 2010; Guidi & Tattini, 2021; Kaur et al., 2022).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambito de lainvestigacién

3.1.1. Ubicacion de area de estudio

El desarrollo de la investigacion se llevo a cabo en el Vivero del Laboratorio de Biologia
y Genética Molecular (LBGM) - Facultad de Ciencias Agrarias, de la Universidad
Nacional de San Martin — Tarapoto, la cual presenta la siguiente ubicacién (Figura 1,
Tabla 1).

Tabla 1
Ubicacion del desarrollo de la investigacion
o o ) Latitud )
Distrito Provincia Departamento Latitud Sur Altitud
Oeste
230
Morales San Martin San Martin 06°35'28" 76°18'47"
msnm

Para el desarrollo experimental de la investigacion se realizé el muestreo en 4 sitios

estratégicos dentro de la regién San Martin, los cuales se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Ubicacion politica de localidades de muestreo
Localidad Altitud Georreferencia
i4 inci istri ocalida
Region Provincia Distrito m.s.n.m UTM
Nuevo
San Banda de o 690 352986.00
Martin Shilcayo rogreso
Y J 9285036.00
Lamas Rumisapa Sanango 705 339455.00
9287474.00
San
Martin . .
El Dorado San Martin de Caserio Flor 420 336621.00
Alao del Norte 9289532.00
Rioja Naranjos Cordillera 968 224957.00
Andina

9362779.00
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Figural

Mapa de muestreo, Ubicacion politica de localidades de muestreo

3.1.2. Periodo de ejecucion
La investigacion se ejecutod entre los meses de setiembre del 2022 y marzo del 2023.
3.1.3. Autorizacion y permisos

Las muestras colectadas fueron Unicamente suelo de campo, con el fin de utilizarlo
como sustrato, no se necesitaron permisos al momento del muestreo, ya que no afecta

el ambiente o entorno de los puntos de muestreo.
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3.1.4. Control ambiental y protocolos de bioseguridad

Durante el desarrollo de la investigacion se cumplieron los protocolos de bioseguridad
establecidos por la Universidad Nacional de San Martin dentro de la resolucion N° 298-
2018-UNSM/CU-R/NLU. Se cumplieron con los protocolos de bioseguridad en
laboratorio y vivero, mediante el uso de materiales como: mascarillas, alcohol, protector
facial, distanciamiento social, etc.); todos estos cuidados nos ayudaron a evitar el
contagio del Covid-19.

3.1.5. Aplicacion de principios éticos internacionales

Se respetaron los principios éticos internacionales del buen investigador, cumpliendo

con las lineas de respeto y responsabilidad para con la humanidad y/o medio ambiente.
3.2. Sistema de variables
3.2.1. Variables principales

A. Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de suelos, colectados en
plantaciones de Coffea arabica L. bajo diferentes condiciones edafocliméticas de

laregién San Martin.

Caracteristicas fisico-quimicas de suelos:

e 9% Arena e Capacidad de Intercambio catiénico
e % Arcilla e Cation Ca

e % Limo e Cation Mg

e Clase textual e Cation K

e pH e Cation Na

e C.E. e Cation Al

e Cation Ca o Al+3+H+1

e 9% Materia orgénica e Saturacion Base.

¢ Nitrégeno
e [Fosforo

e Potasio
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B. Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo en la
colonizacién micorrizica de plantulas de Coffea arabica L. inoculadas con
diferentes especies de hongos micorrizicos Arbusculares nativos.

e Porcentaje de colonizacién micorrizica.

C. Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo sobre los
parametros morfoldgicos, fisiolégicos y enzimaticos en plantulas de Coffea
arabica L., inoculadas con diferentes especies de hongos micorrizicos

arbusculares nativos.

e Altura de la Planta. e Clorofila.

e Diametro del Tallo. e N, P, Ken hojas.

e Pares de hojas e Actividad de la enzima Catalasa
(CAT).

e Area foliar. e Actividad de la enzima Succinato

deshidrogenasa. (SDH).

¢ Materia fresca de la parte aérea. e Actividad de la enzima
Glucanasa. (GLU).

e Materia fresca de la parte

radicular.

¢ Materia seca de la parte aérea.

¢ Materia seca de la parte radicular.

3.3. Procedimiento de la investigacion

3.3.1. Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de suelos, colectados en
plantaciones de Coffea arabica L. bajo diferentes condiciones edafocliméticas de

laregién San Martin.
A. Colecta de suelo rizosférico

La colecta de suelo rizosférico se realizo en plantaciones de café (> 2 afos), ubicadas
en las provincias de Lamas, San Martin, Rioja y ElI Dorado, pertenecientes al
departamento de San Martin. Por cada localidad se identific6 una plantacion de café

para colectar 200 kg de suelo (Figura 2).

Para la colecta, se ubicaron 20 puntos al azar y con una pala previamente esterilizada
se obtuvieron 10 kg de suelo. Se trabaj6é con los primeros 15 cm del perfil del suelo,
evitando dafar las raices de las plantas de Coffea arabica L. Todas las plantaciones

fueron georreferenciadas con un GPS (Tabla 2).
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SRS
Figura 2
Proceso de colecta de muestras bioldgicas en plantaciones de café, distrito de Rumisapa,

provincia de Lamas, region San Martin.
Nota: A. Georreferenciacion del punto de muestreo. B. Colecta de suelo rizosférico de plantaciones de

café.
B. Pre-tratamiento de suelo rizosférico

Para poder utilizar el suelo rizosférico en el desarrollo experimental de la investigacion,

se preciso realizar un pretratamiento que involucré las siguientes actividades (Figura 3):

o Secado del suelo a temperatura ambiente, seguido de una trituracibn mecanica.
Esta ultima etapa fue necesaria para tamizar el suelo y eliminar piedras, raices u otros
materiales innecesarios.

. Esterilizacion mediante tratamiento térmico. Para ello, se colocé el suelo en
sacos de yute resistentes a altas temperaturas y se llevo a la autoclave durante 1 hora
a 121°C. Este proceso se repitio tres veces en tres dias consecutivos. Al finalizar, se

dej6 secar a temperatura ambiente durante 3 semanas, con el fin de eliminar la humedad

y permitir la volatilizacién de metales presentes en el suelo.

Figura 3

Proceso de pre-tratamiento de suelo rizosférico.

Nota: A. Secado vy trituracién de suelo. B. Tamizado de suelo. C.Sacos de yute con suelo
rizosférico tamizado. D. Autoclavado de suelo.
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C. Andlisis fisico-quimico del suelo

Se realizaron andlisis fisico-quimicos al suelo rizosférico obtenido de los 4 puntos
diferentes dentro de la region San Martin. Estos analisis se llevaron a cabo en el
laboratorio de analisis de suelos, aguas y foliares de la Universidad Nacional de San

Martin.

Para ello, se procedié al almacenamiento de 300 gr de suelo en bolsas herméticas,
etiguetando cuidadosamente cada bolsa para su posterior andlisis. Los parametros
analizados incluyeron: porcentaje de arena, porcentaje de arcilla, porcentaje de limo,
pH, conductividad eléctrica, porcentaje de materia organica, nitrdgeno, fésforo, potasio,

capacidad de intercambio catiénico, cation calcio, catibn magnesio, catiéon potasio,

cation sodio, cation aluminio y saturacion base (Figura 4).

Figura 4
Almacenamiento de muestras de suelo para andlisis fisico-quimico.

3.3.2. Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo en la
colonizacién micorrizica de plantulas de Coffea arabica L. inoculadas con

diferentes especies de hongos micorrizicos Arbusculares nativos.
A) Colecta y despulpado de semilla

Se realiz6 la colecta de semillas de café (Variedad Caturra) de 2 plantas sanas ubicadas
en el distrito de San Roque de Cumbaza, provincia de Lamas, departamento de San
Martin. Para la colecta se seleccionaron Unicamente cereza madura, las cuales se
llevaron al Laboratorio de Biologia y Genética Molecular. Las cerezas maduras fueron

despulpadas manualmente el mismo dia de la colecta, hasta obtener semillas (~600) de
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tamafio y color homogéneo, eliminando aquellas que presentaban diferencias

morfologicas (Figura 5).

Figura 5
Zona de colecta de semillas de café de la variedad Caturra. (Distrito San Roque de Cumbaza)

B) Germinacion de semillas

Las semillas recolectadas fueron sometidas a una desinfeccidn utilizando hipoclorito de
sodio (NaClO) al 5%. Posteriormente, se procedi6 al retiro de la testa de las semillas
con la ayuda de una hoja de bisturi, con especial cuidado. La cama de germinacion se
prepard con arena estéril, y las semillas se colocaron a una profundidad de 2 cm antes
de ser cubiertas con una capa superficial de arena. Para proporcionar la humedad

necesaria, se llevé a cabo un riego inicial con agua destilada.

A continuacion, se colocé una malla Rachel sobre la cama durante un periodo de 15
dias con el proposito de reducir la exposicién a la luz y fomentar el crecimiento de las
raices. Luego, se retird la malla durante otros 15 dias para favorecer el desarrollo de las
plantulas de café. Ademas, se implementd un riego interdiario para mantener un nivel

adecuado de humedad en el sustrato, tal como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6

Proceso de germinacion.

Nota: A. Semillas de café sin testa. B. Cama almaciguera con arena estéril. C. Germinacién de
semillas de café.

C) Instalacion de experimento

Para la preparacion del experimento (Figura 7), en primer lugar, se llenaron macetas
estériles previamente desinfectadas con una solucion de NaClO al 5 %. Estas macetas
se etiquetaron de acuerdo con el lugar de origen del suelo (San Martin, Rioja, El Dorado,
Lamas) y el tipo de inéculo de HMA utilizado (Rhizoglomus variabile, Rhizoglomus

dunense y el control).

Para determinar la cantidad precisa de in6culo a utilizar, se realiz6 un proceso de
tamizado humedo siguiendo el método de (Sieverding, 1991) y se llevé a cabo una
centrifugacion en una solucién al 60 % de sacarosa, segun lo indicado por Sieverding
(1983). Posteriormente, se calculd la densidad de esporas por gramo y se definié la
cantidad necesaria para alcanzar un inéculo de 1 000 esporas. El in6culo empleado se
obtuvo del banco de cultivos puros de HMA ubicado en el Laboratorio de Biologia y
Genética Molecular de la UNSM. Trabajamos con dos especies especificas:
Rhizoglomus variabile y Rhizoglomus dunense. Se colocaron 1 000 esporas de HMA en

cada maceta.

Se excavé un orificio de 10 cm de profundidad en el sustrato para alojar tanto el inéculo
de HMA como el café germinado. Ambos elementos se colocaron con sumo cuidado

para evitar la contaminacion cruzada y el dafio al café en proceso de germinacion.

Una vez que se dispuso el indculo y el café germinado en su lugar, se cubrieron con
sustrato. Las macetas se organizaron segun el disefio experimental aplicado mediante
el analisis de componentes principales (DCA, por sus siglas en inglés). Finalmente, se
llevé a cabo un riego abundante en las macetas que contenian café y se mantuvieron

asi durante un periodo de 5 meses.
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Figura 7
Proceso de instalacion de experimento.
Nota: A. Pesado de indculo. B. Café germinado. C. Hoyo de 10 cm en macetas. D. Inoculacién con HMA y

repique de café. E. Riego de macetas sembradas. F. Experimento establecido.

D) Evaluacién del porcentaje de colonizacién.

En la dltima evaluacion, se extrajo el area radicular, se lavé para descartar residuos de
sustrato, se seleccionaron raices secundarias para su evaluacién con ayuda de hojas

de bisturi, y se colocaron en etanol al 70 % en tubos falcon de 50 ml (Figura 8).

Serealizé la tincion de raices, para ello se aplicé KOH al 10 % a las raices seleccionadas
y se llevé a bafo maria en 90 ° C, durante 60 minutos. Se procedié a colocar agua
oxigenada 20 V y al pasar un minuto se enjuagaron las raices con agua de cafio

cuidadosamente, para descartar el peroxido.

Una vez lavadas las raices se agregé Tinta Parker acidificada durante 10 minutos en
temperatura ambiente y 5 min en bafio Maria. Pasado ese tiempo se descarté el

excedente de tinte y se lavaron las raices con lactoglicerol.

Finalmente se seleccionaron 20 segmentos de raices y se observo en microscopio para

la evaluacién cualitativa segun presencia de estructuras fangicas (Trouvelot et al.,1985).
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Figura 8
Proceso de tinciéon de raices.

Nota: A. Obtencion de raices. B. Lavado de &rea radicular. C. Raices seleccionadas en etanol al 70%. D.
Raices en lactoglicerol. E. Raices segmentadas para evaluacion. E. Evaluacion final de estructuras fngicas
de HMA.

3.3.3. Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo sobre los
parametros morfoldgicos, fisiolégicos y enzimaticos en plantulas de Coffea
arabica L., inoculadas con diferentes especies de hongos micorrizicos

arbusculares nativos.
A) Analisis morfolégicos

Se realizaron analisis morfolégicos cada 15 dias a partir del dia 20 después de la

siembra (Figura 9). Los andlisis se dividieron en:

° Altura de la planta: Para este analisis se utilizé una regla de 30 cm para medir la
altura de la planta, tomando como referencia la base de la parte aérea de la planta hasta

el apice.
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o Diametro del tallo: Se utilizé un vernier digital para medir el diametro del tallo,
tomando como referencia 2 cm a partir de la base.

o Numero de hojas: Se contabilizé el nimero de pares de hojas.

o Area foliar: El area foliar se determind de todas las hojas de una planta. Estas se
escanearon y se determind el area utilizando el programa FIJI (Fiji is just image),
obteniendo los resultados en cm?.

o Peso fresco y seco de la biomasa aérea: Se colecto la parte del tallo y las hojas
de las plantas de café. Se realiz6 un primer pesado, considerado peso fresco.
Posteriormente, las muestras se llevaron a la estufa Termofisher a 50 °C. Después de
3 dias, se procedi6 a pesar las muestras para obtener el peso seco.

o Peso fresco y seco de las raices: Se colecto la parte de las raices de las plantas
de café. Se realizé un primer pesado, considerado peso fresco. Posteriormente, las

muestras se llevaron a la estufa Termofisher a 50 °C. Después de 3 dias, se procedio a

pesar las muestras para obtener el peso seco.

Figura 9

Proceso de analisis morfolégicos.

Nota: A. Plantas de café en vivero de LBGM. B. Peso fresco de raiz. C. Peso fresco de area foliar. D.
Conteo de pares de hojas. E. Medicién de altura de plantas de café. F. Medicion de area foliar.
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B) Andlisis fisioldgicos

Se realizaron analisis fisiologicos al finalizar la Gltima evaluacién morfolégica, los analisis

se dividieron en:

. Analisis de clorofila: El analisis de clorofila se realizé en los 12 tratamientos
establecidos, para ello se utilizé el medidor de clorofila SPAD-502 plus, se obtuvieron
datos en unidades SPAD.

. NPK en hojas: El valor de nitrdgeno, fosforo y potasio se realiz6 en el laboratorio
del Instituto de cultivos tropicales (ICT) (ANEXO 2).

C) Analisis enziméaticos

Catalasa (CAT): Para la evaluacién de la actividad de la enzima catalasa, se siguio el
protocolo de Javelera (2013) con modificaciones para ello se prepararon las siguientes

soluciones stock:

o Buffer fosfato 50 mM pH 7: Para preparar el buffer se sigui6 la siguiente linea,
para ello se peso 0.68 g de KH2PO,50mM y 1.1 g de NaHPO,50 mM y se aforo a 255
ml.

o Buffer de extracciéon enzimatica (BEE): Para preparar el buffer se siguié la
siguiente linea, se pes6 0.095 g de EDTA 1 mM, 0.26 g de PVP, se agreg6 1.28 ml
de Triton X-100 y se aforo a 255 ml.

o H2.0, (100 mM), se diluyd la solucion final con el buffer fosfato.
Una vez preparadas las soluciones stock se realizé el siguiente proceso (Figura 10):

o Se pesbd 200 mg de tejido fresco, para triturarlo en nitrégeno liquido, esto con el
fin de obtener una extraccion de material biolégico. Una vez culminada la trituracion se
almacend la muestra en - 80 °C hasta su uso.

. A la muestra triturada se agrego 4 ml de BEE, se mezclo por inmersion hasta
gue se disuelva, después se centrifugd a 10 000 g durante 25 minutos a 4 °C. Se extrajo
el sobrenadante.

. Se preparo6 una dilucién 1:10 de sobrenadante en buffer fosfato, luego se coloco
400 pL de la dilucién y 500 pL de buffer fosfato y 100 ul de H.O- (al adicionar el peroxido
inicia la reaccion, por lo que fue necesario realizar inmediatamente la lectura).

. En la cubeta de lectura se agrego la solucion final y se llevo a lectura de 240 nm
de longitud de onda en nanodrop (equipo que funciona como espectrofotometro).

. Se hicieron lecturas a los 0, 20, 30, 40, 60, 120, 180, 240 y 300 segundos.

o Se utilizé6 como blanco el buffer fosfato.
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. Las absorbancias sirvieron para definir las unidades de Catalasa por mL. Para
ello se utilizé la siguiente ecuacion:
. U/mL: (Abs)/ E*b*T) *Vf

Donde:
ABS= cambio de absorbancia de la muestra
E=coeficiente de extincién del peréxido de hidrégeno (0.036 cm? / uM)

b= espesor de la celda (1cm)

t= Tiempo (1 min)

Vf= Volumen final de la mezcla de reaccion (1 ml)

Figura 10
Proceso de evaluacién de actividad de la enzima Catalasa.

Nota: A Muestra bioldgica, raiz fresca. B. Pesado de muestra Bioldgica, hoja. C. Trituracion en nitrégeno
liquido. D. Adicion de Buffer de extracciéon enzimatica. E. Cuantificacion de absorbancia en nanodrop
(espectrofotémetro).

Succinato deshidrogenasa: Para la evaluacibn de la enzima succinato
deshidrogenasa, se sigui6 el protocolo de Saito et al. (1993) con modificaciones, para

ello se prepararon las siguientes soluciones stock:

) Buffer succinato deshidrogenasa: Para preparar el buffer o solucién incubadora
se siguio la siguiente linea. Se pes6 1.51 g de Tris HCL 50 mM pH 7.4, 0.012 de MgCl;



41

0.5 mM, 0.250 g de Nitrotetrazolium Blue chloride (N6876-100MG) y se afor6 a 250 ml

con agua destilada.

o Hidrato de cloral al 10 %, se disolvieron 100 gr de hidrato de cloral en 1 L de
agua.
o Fucsina acida 0.2 % W/V (2 gr /Litro en lactoglicerol).

Una vez preparadas las soluciones stock se realizé el siguiente proceso (Figura 11):

. Se lavaron las raices y se cortaron en trozos de 1 a 1,5 cm de longitud.

. Las raices seleccionadas se incubaron en la solucion buffer a 25 °C durante 5
horas.

o Pasadas las 5 horas, se procedié a eliminar la solucién incubadora, se afiadié el

hidrato de cloral, se incub6 la mezcla por 60 minutos a 90 °C en bafio maria.

. Se descarté el hidrato de cloral, y se cubrié con fucsina durante 2 dias.

. Finalizada la tincion, las muestras se enjuagaron en lacto glicerol hasta la
cualificacion, para ello se cortaron las raices tefiidas en segmentos de 1 cm y se
montaron en lAminas portaobjeto, finalmente, se observaron en microscopio a 20x.

. Los resultados se reportaron en una escala de sin actividad, baja actividad y alta
actividad. Se cualifico segun la intensidad de la tincién, se realiz6 un promedio
evaluando Unicamente si se observo baja actividad o alta actividad, para determinar el
% de actividad del succinato deshidrogenasa en las plantas de café segun el

tratamiento.
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Figura 11
Proceso de evaluacién de la actividad enzimética de la Succinato deshidrogenasa.
Nota: A. Seleccién de raices. B. Tincion en Fucsina acida. C. Lavado de raices con lactoglicerol. D. Montaje

de raices teflidas en ldminas portaobjetos. E. Ldminas con raices tefiidas. F. Evaluacion de raices en

microscopio a 20X.

Glucanasa: Para la evaluacion de la enzima glucanasa, se sigui6 el protocolo de Nuero-
Garcia (2019) con modificaciones, para ello se prepararon las siguientes soluciones

stock:

. Reactivo de Somogyi: Se pesaron 0.8 g de CuS04.5H,0, 4.8g de Na,COs3
anhidro, 3.2 g de NaHCOg3, 2.4 g de Sal de Rochelle (tartrato de sodio y potasio) y 3.6 g
de Na;SO.. Se disolvié en agua y almacené en frasco &mbar a 4 ° C.

o Reactivo de Nelson: Se pes6 12.5g (NH4)6M07024 y 1.5g de NazHAsO,4.7H-0.
Se disolvio en 225 ml de agua destilada. Se agreg6 y mezclé cuidadosamente 10.5 ml
de H.SO.4 concentrado. También, se colocé Na;HAsO..7H.O previamente disuelto en
12.5 ml de H20. Finalmente, se mezcld y colocé en una incubadora a 37 °C durante 24
a 48 horas.

) Extracto crudo: Para la extraccion cruda de las muestras se trituro el tejido en
nitrégeno liquido, se agreg6 buffer Mcllvaine 100 mM, pH 6.8 (Buffer citrato-fosfato) y
se centrifugd a 15000 gravedades durante 30 min a 4 °C. Finalmente, se recupero el

sobrenadante y guardé en -40 °C hasta su uso.
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Una vez preparadas las soluciones stock se realiz6 el siguiente proceso (Figura 12):

o Se tomaron 100 ul de extracto crudo y se mezclé con 900 ul de laminaria al 0.09
% diluida en acetato de sodio 0.1 M, pH 6.8 (usar buffer citrato fosfato en lugar de

extracto como blanco).

o Se incubd a 35° por 90 min a 350 rpm.

) Se afadio 1 ml del reactivo de Somogyi (se preparé en tubos de ensayo).

o Se calent6 a 100°C por 15min. Se espero a que enfrié.

o Finalmente se afiadié 1 ml del reactivo de Nelson. Y en el momento se realizé6 la

lectura a 520 nm, 610 nm y 660 nm en espectrofotémetro.
. También se hizo una curva de calibracion utilizando glucosa como estandar:
Para la curva de calibracion se tomaron las siguientes concentraciones 3 mM, 2.5 mM,

2mM, 1.5 mM, 1 mMy 0.8 mM, para ello se tomo un volumen final de 1000 ul.

Con los resultados obtenidos, se determind la concentracién de glucosa interpolando
con la ecuacion de la curva de calibracion de glucosa.

Calcular la concentracion de enzima mediante la siguiente formula:

Concentracion enzimatica (U/ml) = (Producto GLU (ul/ml) x Vol reaccién [ml])/Tiempo

reaccion min x Vol extrac [ml]

Figura 12. Proceso de evaluacion de la enzima glucanasa.

Nota: A. Seleccién de muestras de hojas o raiz para obtener el extracto. B, Trituracion en
nitrégeno liquido. C. Incubacién en bafio Maria. D. Adicidon de reactivo nelson, E. Curva de
calibracion. F. Llenado de cubeta para evaluacién en nanodrop.
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3.3.4. Disefio experimental

El presente trabajo de investigacién tuvo un disefio experimental del tipo DCA, con un
arreglo bifactorial AxB. El factor A estuvo conformado por los cuatro tipos de suelo de
diferentes localidades, mientras que el factor B incluy6 dos especies de HMA nativos y
un grupo control. En total, se establecieron 12 tratamientos, cada uno con 15
repeticiones, lo que conformé un total de 180 unidades experimentales para toda la
evaluacion. Las cepas de HMA debidamente identificadas fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Biologia y Genética Molecular de la FCA, UNSM, bajo la supervision del
Ing. Mike Anderson Corazon Guivin. El muestreo de suelo se llevo a cabo en cuatro

provincias: San Martin, Lamas, El Dorado y Rioja.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluaciéon de las caracteristicas fisico-quimicas de suelos,
colectados en plantaciones de Coffea arabica L. bajo diferentes

condiciones edafocliméaticas de la region San Martin

Los resultados de los analisis fisico-quimicos realizados a los suelos de cada localidad,
se muestran en la tabla 3 (ANEXO 1).

Tabla 3
Resultados de andlisis fisicoquimicos de suelo de diferentes puntos de la region San Martin
Concepto San Martin Rioja Lamas El Dorado
Arena (%) 33.25 52 25.2 49
Arcilla (%) 32 19 42.25 32
Limo (%) 34.75 29 32.55 19
Clase textual Frgnco Franco Arcilla Franco Arcilloso
Arcilloso Arenoso Arenoso
pH 6.12 4.02 5.43 6.55
C.E. (uS/cm) 152.2 170.1 115.3 100.2
M.O. (%) 2.56 2.45 2.21 3.16
N (%) 0.1 0.1 0.1 0.1
P (ppm) 8.45 4.25 6.12 7.45
K (ppm) 145.23 85.23 102.32 163.25
CiCc 7.5 7.2 6.1 8.5
Ca *2(meq/1009) 6.56 4.23 5.21 7.42
Mg *2 (meqg/100g) 0.35 0.12 0.23 0.45
K*(meq/100g) 0.4 0.2 0.3 0.4
Na*(meq/100g) 0.2 0.1 0.2 0.2
Al*3(meg/100g) 0 2.53 0.23 0
+3 +1
(ﬁ'eq /“;0"(')9) 0 3.78 0.45 0
% Sat. Bas. 100 65 96 100
%Aci. Inter 0 52.51 7.36 0
Altura (msnm) 690 968 705 420

Los resultados obtenidos de los analisis fisico-quimicos de los suelos recolectados en
cuatro localidades de la region de San Martin revelan variaciones significativas en las
caracteristicas edafoclimaticas entre las diferentes ubicaciones. Es esencial destacar
gue tanto los factores quimicos como biolégicos del suelo tienen un impacto significativo
en la calidad del café (Fajardo & Sanz, 2003).
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En términos de textura del suelo, se observa que las localidades de San Martin y Lamas
presentan un porcentaje mas alto de limo, mientras que Rioja y El Dorado tienen una
mayor proporcion de arena y arcilla, respectivamente. Estos resultados son similares
con los mencionados por Diaz (2022), quien encontré que los suelos de Buenos Aires,
Chontal, Cordillera Andina, San Roque, Santa Rosa y Shamboyacu sectores dentro de
la regiébn de San Martin presentaban suelos con mayor porcentaje de arena, siendo
suelos Franco Arcilloso Arenoso. Estas diferencias en la composicion textural pueden
influir en la capacidad de retencién de agua y nutrientes del suelo, asi como en la

facilidad de labranza y drenaje.

El suelo de Lamas, al ser arcilloso, sugiere tener un drenaje deficiente, mientras que el
de Rioja, con una textura franco arenoso, muestra un mejor drenaje. Por lo tanto, los
suelos de San Martin (franco arcilloso) y El Dorado (franco arenoso arcilloso) podrian
ser los méas adecuados para el crecimiento del café. Coincidiendo con lo expuesto por
Sanchez (2013), quien indica que la textura del suelo juega un papel crucial en la calidad
del café, ya que se recomienda suelos con un buen drenaje. Esto facilita el flujo de agua
en el suelo, mejorando asi la disponibilidad de nutrientes, el desarrollo de las raices y la

actividad microbiana.

En cuanto al pH del suelo, se encuentra que Rioja tiene el valor mas bajo (4.02),
indicando una acidez relativamente alta, mientras que El Dorado tiene el pH mas alto
(6.55), lo que sugiere una alcalinidad moderada. De igual manera, se observa una
diferencia en los resultados obtenidos por Diaz (2022), quien muestra que Shamboyacu
present6 un suelo muy acido (3.98) y Buenos Aires el mas alcalino (7.54). Esta
diferencia puede ser propia del suelo o por manejos agricolas. Estas variaciones en el
pH pueden afectar la disponibilidad de nutrientes para las plantas y la actividad

microbiana en el suelo.

El pH del suelo es un parametro critico en el cultivo de café, ya que se recomienda que
esté en elrango de 5.5a 6.5 (OIRSA, 2000). Esto favorece la disponibilidad de nutrientes
parala planta. Siavosh (2016) sefiala que un aumento en el pH del suelo puede disminuir
la conductividad de intercambio iénico, lo que afecta la fertilidad del suelo. Unicamente
el suelo de Rioja se aleja de la gama recomendada, posiblemente debido a varios

factores, incluida la fertilizacion en zonas agricolas (Raij, 1983).

En cuanto a la capacidad de intercambio catiénico (CIC), se observa que El Dorado
tiene el valor mas alto (8.5), lo que sugiere una mayor capacidad del suelo para retener
y liberar nutrientes para las plantas. Esta mayor capacidad de intercambio catiénico

puede estar relacionada con el contenido mas alto de arcilla en El Dorado, que tiende a
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tener una mayor capacidad de retencién de nutrientes. De acuerdo con Andrews et al.
(2004) y Eingerberg (2006), un CIC menor a 4 cmol/kg se considera bajo, mientras que
un rango de 4 - 8 se clasifica como moderadamente bajo. Los resultados de esta
investigacion muestran valores de CIC para San Martin de 7.5, Rioja de 7.2, Lamas de
6.12 y El Dorado de 8.5, lo que sugiere que, en todos los casos, el CIC se considera
moderadamente bajo. Esto podria plantear desafios para la produccién de café, siendo

los Hongos Micorrizicos Arbusculares una posible solucién frente a este problema.

En relacion al porcentaje de saturacién base, todos los suelos presentaron valores
superiores al 60%, lo cual es éptimo para el cultivo de café. Estos resultados indican
gue existe una buena lixiviacion de bases cambiables. Sin embargo, en relacién con el
aluminio, es importante destacar que, aunque el café pueda tolerar niveles elevados de
este catiobn cambiable, se espera que no supere los 0.3 cmol/kg, ya que la presencia
excesiva de aluminio puede inhibir la division celular y afectar negativamente el
crecimiento de las raices (Gutiérrez & Escobar, 2015). Esto sugiere que el suelo de Rioja
no seria adecuado para obtener un buen rendimiento en el cultivo de café debido a la

presencia elevada de aluminio.

En términos de fertilidad del suelo, se observa que El Dorado tiene el contenido mas
alto de materia organica (3.16%) y el nivel mas alto de potasio (K ppm = 163.25), lo que
puede indicar una mayor capacidad de retencién de nutrientes y una mayor actividad
biologica en el suelo. Por otro lado, Rioja muestra los resultados obtenidos de los
andlisis fisico-quimicos de los suelos recolectados en cuatro localidades de la region de
San Martin revelan variaciones significativas en las caracteristicas edafoclimaticas entre
las diferentes ubicaciones. Es esencial destacar que tanto los factores quimicos como
bioldgicos del suelo tienen un impacto significativo en la calidad del café (Fajardo &
Sanz, 2003).

Es importante mencionar que esta es una interpretacion inicial de los resultados de los
analisis fisicoquimicos del suelo. La relacién entre estos resultados y la capacidad de
los hongos micorrizicos arbusculares se abordara en los objetivos especificos 2y 3, ya
gue estos parametros son cruciales para la actividad de las comunidades de hongos
micorrizicos y pueden verse influenciados por factores biéticos y abidticos (Torres-Arias
etal., 2017).
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4.2. Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo en
la colonizacion micorrizica de plantulas de Coffea arabica L. inoculadas

con diferentes especies de hongos micorrizicos Arbusculares nativos.

Se determind la colonizacion micorrizica de los tratamientos establecidos en vivero
(Tabla 4), estos resultados se correlacionaron con las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo, para ello se realizé el analisis segun el modelo de Pearson usando la funcion

corh.test y corrplot de los paquetes de datos rio y corrplot en el software R.

Tabla 4
Resultados de porcentaje de colonizacion
Suelo HMA Porcentaje de colonizacion
San Martin Control 0%
Rioja RH. dunense 5%
Lamas Rh. variabile 72.5 %
El Dorado Rh. variabile 70 %
San Martin Rh. dunense 55.83 %
Rioja Control 0
Lamas Rh. dunense 70 %
El Dorado Rh. dunense 77.92 %
San Martin Rh. variabile 52.08 %
Rioja Rh. variabile 5.83 %
Lamas Control 0

El Dorado Control 0
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Figura 13

Porcentaje de colonizacion de Coffea arabica L. en diferentes tipos de suelo.

La evaluacion de la colonizacién micorrizica indica que, si hubo interaccién entre el
hongo micorrizico y la planta, en este caso se observaron diferentes escenarios, en los
controles no se observéd colonizacion, lo que indica que se dio un buen manejo del
experimento para evitar contaminaciones cruzadas, ademas de que verifica que la
esterilizacién del sustrato fue efectiva (Figura 13). Para el suelo de San Martin se
observa que la especie Rh. dunense presenta una colonizacion de 55.83 % lo que no
es muy diferente para la especie Rh. Variabile con 52.08 %. Para el suelo de Rioja se
ve una baja actividad micorrizica para ambas especies, el suelo de Lamas presenta
72.50 % para Rh. variabile y 70 % para Rh. dunense, en el caso del suelo de El Dorado
present6 una colonizacién de 70% para Rh. variabile y 77.92 % Rh. dunense. Frente a
esto se realizé un analisis de correlacion para identificar que factor influye en la

colonizacién (Figura 14).

Para la correlacion de Pearson efectuada entre las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo y la colonizacién, se debe de comprender, que la proximidad a la unidad indica
una correlacion directa, y la proximidad a -1 indica una relacién indirecta. Entonces,
segun el analisis realizado se observa que la colonizacion tiene una relacion directa con
el % de arcilla en el suelo, con la saturacién base, la concentracion de P, Cay Mg; y
una relacion indirecta con el % de arena y limo, aluminio, acidez intermedia, y la

conductividad eléctrica.

Se ha identificado al fésforo (P) como el principal factor para promover o inhibir el
desarrollo de la colonizacion micorrizica, el uso de fertilizantes fosfatados reduce la
colonizacion, riqueza de HMA (Carmenzind et al., 2014). En otras investigaciones se ha

comprobado que la presencia de P reduce la colonizacién de HMA (Cwala et al., 2010).
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Figura 14

Analisis de correlacion de Pearson de los parametros fisico quimicos de suelo con la
colonizacion micorrizica.

Nota: Valores de significancia * (p < 0.05), ** (p < 0.01) y *** (p < 0.001).

Estos resultados discrepan de los obtenidos por Hernandez-Acosta et al. (2020),
quienes informaron una colonizacion de 9.7 % y 34.32 % en café utlizando Rh.
aggregatus y un consorcio micorrizico. Esto podria deberse a la concentracion de
fosforo de 33 ppm, ya que, como se mencion6 anteriormente, una alta concentracion de
fésforo disminuye la actividad micorrizica. Por otro lado, Diaz Torres (2022) encontrd
una colonizacién del 62.13 % en Buenos Aires, 72.12 % en Chontal, 82.63 % en
Cordillera Andina, 74.14 % en San Roque, 56.13% en Santa Rosa y 82.79% en
Shamboyacu. En este caso, es importante sefialar que no se encontré una relacion
directa con la concentracion de fosforo o el pH. Esto posiblemente se deba a que el
estudio se realiz6 con muestras obtenidas in situ, lo que sugiere que las diferentes
especies presentes en el suelo pueden lograr una colonizacién adecuada a pesar de las

caracteristicas mencionadas.
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En esta investigacion se muestra una relacién directa con el fésforo, lo que significa que
no hay inhibicién de la colonizacion por este nutriente, el suelo de San Martin que tiene
la concentracion de P mas alta (8.45 ppm) obtuvo una colonizacion de 55.83 % para Rh.
dunense y 52.08 % para Rh. variabile, en el caso de Lamas y el Dorado presentan
concentraciones de 6.12 y 7.45 ppm respectivamente, y colonizacion de 70 - 77 % para
ambas especies, el suelo de Rioja que presenta la concentracion mas baja de P (4.25
ppm) y que segun otros autores la colonizacion deberia ser mayor presenta una
colonizacién del 5 %, lo que difiere con Kowalska et al. (2015) quien comparé la
colonizacién de HMA en dos concentraciones diferentes de P, en 0.01 mM se observo
60-66% de colonizacién y en 0.9 mM la colonizacién se redujo a 10.70 %, resaltando la

influencia del Fésforo en la colonizaciéon micorrizica.

Posiblemente estos resultados sean por el pH del suelo, ya que cada especie de HMA
tiene un comportamiento diferente a diferentes niveles de pH, por ejemplo, Rohyadi et
al. (2004), determinaron que la especie Gigaspora margarita presentaba una capacidad
de colonizacién mayor en pH bajos (4.5), en cambio la especie Glomus etunicatum
disminuy6 su capacidad de colonizacion en suelos acidos. Esto nos puede indicar que
las especies del género Glomus trabajan mejor en pH no acidos, como en este caso que
se evaluaron las especies Rh. variabile y Rh. dunense. Cada especie de HMA presenta
una actividad diferente en su hospedero, depende mucho de la necesidad de la especie

y de la planta (Leal et al., 2009).

4.3. Evaluar el efecto de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo
sobre los parametros morfolégicos, fisiolégicos y enzimaticos en plantulas
de Coffea arabica L., inoculadas con diferentes especies de hongos

micorrizicos arbusculares nativos.

Se realizaron distintos analisis morfologicos v fisioldgicos en los distintos tratamientos
realizados. Para ello se realizé un andlisis ANOVA para cada evaluacion, donde se
involucro las especies utilizadas y los suelos empleados, utilizando el paquete de datos
Ramf (Chiapello et al., 2019), en caso existiera diferencia significativa se aplico el
analisis post hoc Tukey.

A) Andlisis morfoldgicos

« Alturade laplanta

Se observé que existe diferencia significativa entre los tratamientos aplicados al café,
tanto en la especie de HMA como en suelos de las localidades e interaccién como se
muestra en la Tabla 5, Tabla 6 y Tabla 7. Los valores mas altos fueron mostrados por

las plantas de café inoculadas con Rh. dunense con una altura media de 14.95 cmy el
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suelo de San Martin tuvo mejores resultados con una media de 15.92 cm, en cuanto a
la interaccion se observa que el suelo de Lamas junto a Rh. dunense obtuvieron mejor

resultado con una media de 18.2 cm. (Figura 15,16).

Tabla 5
Analisis de Varianza de altura de planta
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 572.1 286.06 52 2x1016 ok
Localidad 3 444.8 148.26 27 2x101 Hohox
HMA * Localidad 6 789.6 131.6 24 2x1016 ok
Residuo 168 926 5.51
Tabla 6
Analisis Post Hoc de Tukey de altura de planta
Media Sig.
Rh. dunense 14.95 A
Rh. variabile 14.26 A
Control 10.87 B
San Martin 15.92 A
Lamas 13.36 B
Dorado 12.31 BC
Rioja 11.86 C
Tabla 7
Analisis Post Hoc de Tukey de interaccion especie y lugar en la altura de planta
Lugar HMA Media Sig.
Lamas Rh.dunense 18.2 A
San Martin Sin HMA 16.4 AB
San Martin Rh. variabile 16.3 AB
San Martin Rh.dunense 15.1 BC
Dorado Rh.dunense 15 BC
Lamas Rh. variabile 14.3 BCD
Dorado Rh. variabile 14.1 BCD
Rioja Rh. variabile 12.3 CD
Rioja Sin HMA 11.8 D
Rioja Rh.dunense 115 D
Dorado Sin HMA 7.84 E
Lamas Sin HMA 7.5 E
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Graéfico de cajas del analisis ANOVA para resultados de altura.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 16
Graéfico de cajas del andlisis ANOVA para resultados de la altura entre la interaccién de HMA y

lugar.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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En relacion a la Figura 16, se observa que el tratamiento con Rhizoglomus dunense en
el suelo de Lamas exhibié una respuesta superior en altura en comparacién con otros
tratamientos. Este comportamiento fue similar al tratamiento combinado de Rh. dunense
y Rh. variabile en el suelo de San Martin. Por otro lado, los controles, representados
por las plantas de café sin micorriza en los cuatro tipos de suelo, mostraron una

respuesta menos favorable.

El suelo de San Martin revelé una similitud en la altura alcanzada por las plantas de
café, ya estén micorrizadas o no. Esta similitud podria atribuirse a una mayor
concentracion de fésforo en este suelo en comparacion con los otros tipos de suelo.
Ademads, la colonizacién observada en este suelo fue menor en comparacion con el
suelo de Lamas y El Dorado, que presentaron una mayor colonizacién junto con una
concentracion de fésforo mas baja. Es relevante destacar que el suelo en San Martin
parece ser naturalmente propicio para el cultivo del café, mientras que el suelo en Lamas
exhibe caracteristicas que fomentan y potencian la actividad micorrizica, contribuyendo

aln mas al desarrollo 6ptimo de las plantas de café

Estos resultados respaldan hallazgos anteriores que indican una disminucion en la
actividad micorrizica debido a la presencia de fosforo. Ademas, se observo que las
plantas de café inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) mostraron un
desarrollo de altura superior en comparacién con las no inoculadas, lo que esta en linea
con los hallazgos de Smith & Read (2008), quienes sugieren que la colonizacion
micorrizica mejora la absorcién de nutrientes, lo que se refleja en un mejor desarrollo

morfolégico, como una mayor altura.

En cuanto a la comparacion entre las especies de hongos micorrizicos, Rhizoglomus
dunense y Rh. variabile, no se encontraron diferencias significativas en términos de
altura de las plantas inoculadas. Sin embargo, se observo una diferencia significativa en
relacion con el tipo de suelo utilizado, siendo el suelo de San Martin el que mostro la
mayor altura promedio, seguida por Lamas y El Dorado, mientras que el suelo de Rioja

tuvo la menor altura promedio.

Estos hallazgos concuerdan con los estudios de Del Aguila et al. (2018) y Trejo et al.
(2011), quienes encontraron un aumento en la altura de las plantas tratadas con
consorcios de hongos micorrizicos, especialmente en suelos con baja concentracion de
fosforo. Esto resalta la importancia de considerar la interaccion entre los hongos
micorrizicos y las caracteristicas especificas del suelo en el cultivo de café, como se

destaca en el estudio de Hernandez-Acosta et al. (2021).
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Ademads, el andlisis realizado por Souza Cruz et al. (2020) sobre el Rh. clarus y
Acaulospora colombiana en plantas de café respalda la eficacia del uso de hongos
micorrizicos arbusculares en el desarrollo de plantas mas altas, lo que coincide con los
resultados obtenidos en esta investigacion. Estos hallazgos refuerzan la importancia de
considerar el uso de consorcios de hongos micorrizicos arbusculares para mejorar el

rendimiento del cultivo de café.
< Diametro del tallo

Se observé que existe diferencia significativa entre los tratamientos aplicados al café,
tanto en la especie de HMA como en suelos de las localidades e interaccion como se
muestra en la Tabla 8, 9 y 10. Los valores mas altos fueron mostrados por las plantas
de café inoculadas con Rh. dunense con una altura media de 3.20 cm y el suelo de San
Martin tuvo mejores resultados con una media de 3.18 cm, en cuanto a la interaccion se
observa que el suelo de San Martin junto a Rh. variabile obtuvieron mejor resultado con
una media de 3.23 cm. (Figura 17,18).

Tabla 8
Andlisis de Varianza del diametro del tallo
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 572.1 286.06 52 2 x 1016 xrk
Localidad 3 444.8 148.26 27 2.94 x 1016 Fokk
HMA * Localidad 6 789.6 131.6 24 2 x 10-16 ok
Residuo 168 926 5.51
Tabla 9
Anadlisis Post Hoc de Tukey del diametro del tallo
Media Sig.
Rh. dunense 3.20 A
Rh. variabile 3.15 A
Control 2.41 B
San Martin 3.18 A
Lamas 2.69 B
Dorado 2.60 BC

@]

Rioja 241




56

Tabla 10
Analisis Post Hoc de Tukey de interaccion de HMA y lugar del didmetro del tallo
Lugar HMA MEDIA TUKEY
San Martin Rh. variabile 3.23 A
San Martin Sin HMA 3.18 A
Lamas Rh.dunense 3.15 AB
San Martin Rh.dunense 3.13 AB
Dorado Rh.dunense 2.99 ABC
Lamas Rh. variabile 2.85 BC
Dorado Rh. variabile 2.79 C
Rioja Rh.dunense 2.46 D
Rioja Sin HMA 2.39 D
Rioja Rh. variabile 2.38 DE
Lamas Sin HMA 2.07 EF
Dorado Sin HMA 2.02 F
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Figura 17

Graéfico de cajas del analisis ANOVA para resultados del diametro del tallo.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 18

Gréfico de cajas del analisis ANOVA para resultados de diametro entre la interaccion de HMA 'y
lugar.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).

El café inoculado con Rhizoglomus dunense exhibié un didmetro de tallo notablemente
superior en comparacion con los demas tratamientos. Aunque no se detectaron
diferencias significativas entre especies, se evidencid una marcada disparidad con el
grupo de control, resaltando asi los beneficios asociados al uso de estos hongos para
potenciar el desarrollo del café. Al analizar la interaccion entre los tratamientos, la Figura
18 revela que el suelo de San Martin arrojé resultados superiores. Este fenbmeno podria
atribuirse, como se menciond previamente, a la elevada concentracién de fosforo en
comparacion con los otros suelos. Es importante destacar que el suelo de San Matrtin,
cuando se inoculd con Rh. variabile, demostr6 ser la combinaciéon mas efectiva,
obteniendo una media de 3.23 cm, el mejor resultado entre todas las condiciones

evaluadas.

No existen evaluaciones directas del didmetro del tallo en café; sin embargo, Sousa
Cruz et al. (2019) determinaron que la combinacion de dos especies de hongos
micorricicos arbusculares (HMA), Acaulospora colombiana y Rhizoglomus clarus,
produjo resultados superiores en comparacién con el uso de cada especie de forma

independiente en cafeé.
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Los hallazgos de esta investigacion coinciden con los de Yang et al. (2014), quienes, al
emplear Funneliformis mosseae o Rhizoglomus intraradices, observaron un mayor

desarrollo en altura y didametro de tallo en plantas de acacia negra colonizadas con HMA.

De manera similar, los resultados concuerdan con los de Chen et al. (2017), quienes
seflalan que el conjunto de especies Claroideoglomus sp., Funneliformis sp.,
Diversispora sp., Glomus sp. y Rhizoglomus sp. mejoraron el desarrollo del diametro del
tallo en comparacién con plantas no micorrizadas. Esta mejora se atribuye a la relacion
simbidtica entre hongo y planta, la cual impacta positivamente en el desarrollo y la
absorcion de nutrientes. Ademas, parametros de crecimiento externos, como la altura
de la planta, el diametro del tallo y la produccién de biomasa, actiian como indicadores

del metabolismo interno de la planta, respaldando estos resultados (Ruscitti et al., 2017).
% Areafoliar y pares de hojas
Area foliar

Los tratamientos evaluados en el presente estudio mostraron diferencia significativa
para el area foliar de las plantas de café, mostrandose diferencia en los tratamientos,
tanto en la especie de HMA como en suelos de las localidades e interaccién como se
muestra en la Tabla 11, 12 y 13. Los valores mas altos fueron mostrados por las plantas
de café inoculadas con Rh. dunense con una media de 25.28 cm? y el suelo de San
Martin tuvo mejores resultados con una media de 30.64 cm?, en relacién a la interaccion
el suelo de San Martin con Rh. variabile tuvieron los mejores resultados con una media
de 34.6 cm? (Figura 19 y 20).

Tabla 11
Analisis de Varianza del area foliar
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 1070.6 535.3 107 2 x 10716 rxk
Localidad 3 1519.6 506.5 101 2.94 x 1016 xkk
HMA * Localidad 6 864.9 144.1 29 2x10-14 Fxk
Residuo 48 240.6 5
Tabla 12
Anadlisis Post Hoc de Tukey del area foliar
Media Sig.
Rh. dunense 25.28 A
RH. variabile 25.02 A
Control 16.19 B
San Martin 30.64 A
Lamas 21.09 B
Dorado 19.27 BC

@]

Rioja 17.72
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Tabla 13
Analisis Post Hoc Tukey de la interaccion de HMA y tipos de suelo del area foliar
Lugar HMA MEDIA TUKEY
San Martin Rh. variabile 34.6 A
San Martin Sin HMA 30 AB
Lamas Rh.dunense 29.3 BC
San Martin Rh.dunense 27.4 BC
Dorado Rh.dunense 26.2 BCD
Lamas Rh. variabile 235 CDE
Dorado Rh. variabile 22.1 DE
Rioja Rh. variabile 20.9 EF
Rioja Rh.dunense 17.2 FG
Rioja Sin HMA 15 GH
Lamas Sin HMA 10.3 HI
Dorado Sin HMA 9.46 I

Se observa que el in6culo de Rh dunense tuvo mejores resultados que el indculo de Rh
variabile, sin embargo, no son diferentes estadisticamente, pero ambas si presentan
una diferencia significativa con las plantas no inoculadas. El suelo de San Martin

presento mejores resultados en area foliar y cantidad de hojas.

A .
a 2 =} oo b G 2

Aroa follor (om®)

Figura 19
Grafico de cajas del analisis ANOVA para resultados del area foliar.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Grafico de cajas del analisis ANOVA para interaccion de HMA y tipo de suelo en resultados del

area foliar.

Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).

Pares de hojas

El conteo de pares de hojas se realizé en cada evaluacién durante 135 dias, una vez

realizado el conteo de pares de hojas se observé la poca diferencia que se produjo

durante el desarrollo de la investigacion (Figura 21), frente a ello se realizé un analisis

de varianza (ANOVA) con los datos de la tltima evaluacion y como se observo diferencia

significativa se realiz6 el andlisis de Tukey (p<0,05) (Tabla 14 y 15).

Tabla 14
Analisis de varianza de conteo de hojas
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 7.63 3.81 14 2x107¢ ok
Localidad 3 41.39 13.79 51 2.94 x 1016 ok
HMA * Localidad 6 18.32 3.05 11 2 x 10-16 ok
Residuo 168 45.6 0.27
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Tabla 15
Analisis Post Hoc de Tukey del conteo de pares hojas
Media Sig.
Rh. dunense 7.05 A
Rh. variabile 6.96 A
Control 6.56 B
San Martin 7.60 A
Lamas 6.55 C
El dorado 6.33 C
Rioja 6.91 B
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Figura 21

Efecto de indculos de HMA sobre el nimero de pares de hojas en plantas de café durante 135
dias.

Los resultados muestran una diferencia significativa entre las localidades, siendo el
suelo de San Martin el mas favorable con una media de 7.6 pares de hojas, mientras
gue el suelo de El Dorado registr6 una media ligeramente inferior de 6.33 pares de hojas.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las especies de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) utilizadas; tanto Rhizoglomus dunense como
Rhizoglomus variabile obtuvieron medias similares de alrededor de 7 pares de hojas a
los 135 dias.

Los resultados sugieren que el suelo de San Martin es particularmente compatible con
el desarrollo de las plantas de café en términos de cantidad de hojas, lo que puede
indicar que sus caracteristicas fisico-quimicas son especialmente adecuadas para este

cultivo.
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Estos hallazgos coinciden con estudios previos como el de Osorio et al. (2002), quienes
encontraron que el uso de in6culos con HMA, como Acaulospora colombiana, aumento
la cantidad de hojas y el area foliar de las plantas de café. Este aumento en la cantidad
de hojas y en el area foliar puede contribuir a mejorar la fotosintesis y, por lo tanto, la

produccion de fotosintatos en el futuro, como sugieren Moreira et al. (2019).

La simbiosis micorrizica requiere una mayor cantidad de fotosintatos tanto para la planta
como para el hongo, lo que puede resultar en un incremento en la cantidad de hojas,
como se ha observado en diversos estudios (Rodriguez, 2009; Lagos, 2010; Sanchez
de Prager, 2007).

+ Peso fresco y peso seco

Se observa en la Tabla 16, 17 y 18, los resultados de peso fresco, seco de raiz y parte
aérea, que las plantas de café inoculadas con Rh. Variabile en el suelo de San Martin,
muestran un mayor porcentaje de peso fresco y seco tanto de raiz como en la parte

aérea (Figura 22).

Tabla 16
Andlisis de varianza de peso fresco aéreo
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 7.63 2.63 14 1.23 e-06 ok
Localidad 3 41.39 11.65 51 1.15e-13 ok
HMA * Localidad 6 18.32 2.63 11 4.5E-04 ik
Residuo 120 45.6 0.20
Tabla 17
Andlisis de varianza de peso fresco raiz
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 7.63 3.82 14 2x1016  w
Localidad 3 41.39 13.79 51 2.94 x 10716 wxx
HMA * Localidad 6 18.32 3.05 11 2x10-16  **
Residuo 168 45.6 0.27

En los resultados, se evidencia que las plantas de café inoculadas con Rhizoglomus
variabile desarrollaron un mayor porcentaje de biomasa aérea y radicular, destacandose
especialmente en el suelo de San Martin, donde se obtuvieron los mejores resultados.
Por otro lado, para las plantas inoculadas con Rhizoglomus dunense, se observa un
mejor desempefio en términos de biomasa en el suelo de Lamas. Sin embargo, es
importante destacar que las plantas de café sin inocular en el suelo de San Martin
mostraron un rendimiento alin mejor en comparacion con otras plantas de café con
inoculacion micorrizica. Esto sugiere que este suelo es especialmente propicio para el

desarrollo del café.
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Tabla 18
Resultados de peso fresco y seco
Suelo HMA Fresco aéreo Seco aéreo Fresco raiz Seco raiz
(gr) (gr) (gr) (gr)
Rh. 754 1.9 238 0.68
El variabile
Dorado Rh. 8.92 2.26 2,56 0.63
dunense
Control 2.44 0.65 0.61 0.16
Rh. 85 2.04 2.00 0.50
variabile
Lamas Rh. 11.8 2.95 3.52 0.69
dunense
Control 2.66 0.66 0.64 0.15
Rh. 5.42 1.29 1.74 0.40
dunense
Rioja Control 5.02 1.11 2.07 0.38
Rh. 7.06 1.62 2.03 0.46
variabile
Control 10.08 2.56 1.96 0.65
San dur?:r.Ise 10.04 2.54 1.86 0.54
Martin RN
S 14.42 3.44 4.25 0.72
variabile
16
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Figura 22

Peso fresco y seco en hojas y raiz.

Los resultados obtenidos revelan que las plantas de café micorrizadas exhiben una

biomasa significativamente mayor en comparaciéon con

las no micorrizadas,

destacandose especialmente el suelo de El Dorado y Lamas por potenciar esta

actividad. Estos hallazgos estan respaldados por el estudio de Trejo et al. (2011),

quienes al utilizar consorcios micorrizicos observaron un aumento significativo en la

biomasa tanto aérea como radicular, atribuido a la baja concentracion de fosforo en el

suelo.
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Ademads, investigaciones como la de Thilagar y Bagyaraj (2015) encontraron que las
plantas inoculadas con especies como Fun. mosseae exhibieron un mayor indice de
biovolumen, rendimiento de frutos, absorcion de fosforo y biomasa vegetal. Asimismo,
Kumar et al. (2016) determinaron que las plantas micorrizadas experimentaron un
incremento en su productividad morfolégica. Estos hallazgos concuerdan por lo obtenido

en esta investigacion.

Estos hallazgos respaldan la idea de que la simbiosis micorrizica beneficia a ambas
partes involucradas, como lo demostrd Jones et al. (1998), quienes encontraron que las
plantas micorrizadas pueden absorber entre 3.1 y 4.7 veces mas fosforo que las no

micorrizadas, lo que es esencial para su desarrollo morfolégico.
a.5) Correlacion de Pearson para andlisis morfoldgicos

Se evaluaron caracteristicas morfoldgicas de las plantas de café inoculadas con dos
especies de HMA, estos resultados se correlacionaron con las caracteristicas fisico-
guimicas del suelo, para ello se realizé el andlisis segin el modelo de Pearson usando
la funcién coRh.test y corrplot de los paquetes de datos rio y corrplot en el software R
(Figura 23).

Los resultados obtenidos revelan la influencia significativa del tipo de suelo en las
caracteristicas morfolégicas de las plantas de café, destacando el suelo de San Martin
como el mas propicio en todos los aspectos evaluados, incluyendo altura, didmetro del
tallo, cantidad de pares de hojas y area foliar. Esto sugiere una correlaciéon directa entre
las propiedades del suelo y el desarrollo de las plantas de café. Aunque no se
encontraron diferencias significativas entre las dos especies de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) utilizadas en la mayoria de las evaluaciones, se observé un
comportamiento diferencial en cada tipo de suelo. Esto resalta la importancia de estudiar
in6culos puros de HMA en diversos contextos con la planta de interés para determinar
cual especie de HMA es la mas adecuada como biofertilizante. Se destaca que la
caracteristica fisicoquimica més relevante fue el pH del suelo, seguido por la textura del
suelo (% de limo), con un énfasis particular en el fosforo como factor determinante para

el crecimiento y desarrollo de las plantas de café.
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Figura 23

Analisis de correlacion de Pearson de los parametros fisicoquimicos con las evaluaciones
morfoldgicas.

Nota: Valores de significancia * (p < 0.05), ** (p < 0.01) y *** (p < 0.001).

En otras investigaciones se ha observado la eficiencia del género Rhizoglomus en
plantas de café y otras especies de interés agrondémico como se observa en esta
investigacion, Corazén-Guivin et al. (2023), evaluaron el comportamiento de dos
especies de HMA, Rh variabile y Nanoglomus plukenetiae en plantas de café,
concluyeron que ambas especies mejoraron el crecimiento del café, resaltando el café

inoculado con Rh. variabile.

De igual manera coincide con Perea-Rojas et al. (2018), quienes evaluaron la
participacién de especies de Rhizoglomus en café resaltando su potencial en el
establecimiento de cafetos sudamericanos, mejorando su nutricién. El impacto de los
HMA sobresalté la mejora de la biomasa radicular, lo que induce un establecimiento

exitoso de plantas tanto en cultivos anuales como perennes (Sieverding, 1991).
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B) Analisis fisioldgicos y enzimaticos
b.1) Clorofila

Los tratamientos evaluados en el presente estudio mostraron diferencia significativa
para la concentracion de clorofila de las plantas de café, mostrandose diferencia en los
tratamientos, tanto en la especie de HMA como en los suelos de las localidades e
interaccion como se muestra en la Tabla 19, 20 y 21. Los valores mas altos fueron
mostrados por las plantas de café inoculadas con Rh dunense con una concentracion
media de 52.43 unidades SPAD vy el suelo de San Martin tuvo mejores resultados con
una media de 55.26 unidades SPAD (Figura 24 y 25).

Tabla 19
Andlisis de Varianza de la concentracién de clorofila
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 7696 3848 135 2x 10716 rxx
Localidad 3 3946 1316 46 2x 1016 el
HMA * Localidad 6 7814 1302 46 2 x10-14 e
Residuo 168 4805 29
Tabla 20
Analisis Post Hoc de Tukey de la concentracion de clorofila
Media Sig.
Rh. dunense 52.43 A
Rh. variable 51.50 A
Control 38.12 B
San Martin 55.26 A
Lamas 46.13 B
Dorado 44.77 B
Rioja 43.21 B
Tabla 21

Analisis Post Hoc de Tukey de la interaccién HMA y tipo de suelo de la concentracion de
clorofila

Lugar HMA MEDIA TUKEY
Dorado Rh.dunense 56.2 A
San Martin Rh. variabile 56.1 A
Lamas Rh.dunense 55.8 A
Dorado Rh. variabile 55.7 A
San Martin Sin HMA 55.1 A
San Martin Rh.dunense 54.6 A
Lamas Rh. variabile 50.9 A
Rioja Rh. variabile 43.3 B
Rioja Sin HMA 43.2 B
Rioja Rh.dunense 43.1 C
Lamas Sin HMA 27.6 C
Dorado Sin HMA 26.5 C
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Figura 24
Grafico de cajas del analisis ANOVA para resultados de la clorofila.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 25

Graéfico de cajas del analisis ANOVA para resultados de interaccién de HMA vy tipos de suelo en
resultados de clorofila.

Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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En este estudio, se observo un aumento en la concentracion de clorofila en el cultivo de
café inoculado con Rh. dunense y Rh. variabile en los suelos de San Martin, Lamas y
El Dorado, en comparacién con los controles. Sin embargo, en el caso del suelo de
Rioja, se mantuvo la tendencia de no potenciar el desarrollo del cultivo de café. Los
resultados de la interaccion entre las especies de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) vy los diferentes suelos, a excepcion de Rioja, no mostraron diferencias
significativas, colocando al suelo de El Dorado y Rh. Dunense como el tratamiento mas

efectivo.

La eleccion de las especies de HMA como in6culo puede predecir la concentracion de
clorofila. Por ejemplo, el uso de Rh. intraradices y Claroideoglomus etunicatum en
investigaciones previas redujo la presencia de este pigmento debido a una relacion
simbittica menos efectiva con la planta hospedera (Sales et al., 2006; Sharma et al.,
2008).

Estos hallazgos concuerdan con los de Baslam et al. (2013), quienes sefialan que la
colonizacién micorrizica promueve la sintesis de pigmentos fotosintéticos como la
clorofila y los carotenos, aumenta el area foliar y la actividad de la raiz, mejora la
absorcion de nutrientes y el transporte de agua. Ademas, el aumento de clorofila esta
directamente relacionado con la produccién de biomasa y la generacién de fotosintatos,
gue son la fuente de energia para los HMA, estableciendo asi una correlacion entre la
presencia de HMA y la concentracion de clorofila (Pal et al., 2015).

% Catalasa (CAT)

Los tratamientos evaluados en el presente estudio no mostraron diferencia significativa
para la actividad de la enzima catalasa en plantas de café (hojas y raiz), tanto para el
comportamiento de los indculos, la comparacion entre tipos de suelo y la interaccion

entre in6culo y tipo de suelo Tabla 22 y 23. (Figura 26, 27).

Tabla 22
Analisis de Varianza de la actividad de la catalasa en hojas
GL SC CM F p-value
HMA 2 5.36 2.68 1 0.46
Localidad 3 12.58 4.19 1 0.31
HMA * Localidad 6 17.02 2.84 3 0.55

Residuo 36 122.83 3.41
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Tabla 23
Analisis de varianza de la actividad de la catalasa en raices
GL SC CM F p-value
HMA 2 5.23 2.54 1 0.36
Localidad 3 10.15 5.23 1 0.12
HMA * Localidad 6 10.22 1.56 3 0.46
Residuo 36 105.13 3.43
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Figura 26

Graéfico de cajas del analisis ANOVA para resultados de la actividad de catalasa en hojas.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).

Los resultados obtenidos para concentracion de catalasa en hojas mostraron que no
existe diferencia entre los tratamientos aplicados, el café inoculado con Rh. dunense
obtuvo una concentracién de 1.51 U/ml, Rh. variabile 1.67 U/ml, y el control tuvo la media
de 2.28 U/ml, siendo la concentracion mas alta reportada, en el caso de la actividad
segun el tipo de suelo, se observa que la enzima catalasa tuvo mayor actividad en el
suelo de Lamas en 2.35 U/ml, lo que nos indica que las caracteristicas fisico-quimicas

de este suelo genera un estrés mayor al café que los otros suelos.
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Figura 27

Graéfico de cajas del analisis ANOVA para resultados de la actividad de catalasa en raiz.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).

En los resultados obtenidos se observan que no hubieron diferencias significativas entre
las plantas de café inoculadas con HMA y los controles, lo que indica que la actividad
de la catalasa fue minima para ambos casos, posiblemente porque no se presenté algun
tipo de estrés bidtico, sin embargo, aunque no existe diferencia significativa en los tipos
de suelo, se observa que el suelo de Rioja tuvo una actividad de la catalasa mayor que
en los otros suelos, esto es probablemente por el pH del suelo, las plantas de café
pudieron ver este escenario como un tipo de estrés abidtico, sin embargo, se debe
mencionar que el suelo de Rioja presento la menor colonizacioén micorrizica, justamente

por el pH y el fésforo del suelo.

Para los resultados obtenidos para concentracion de catalasa en raiz se observa que
existieron diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, el café inoculado
con Rh. dunense obtuvo una concentracién de 0.51 U/ml, Rh. variabile 0.51 U/ml, y el
control tuvo la media de 0.94U/ml, siendo la concentracion mas alta reportada, en el
caso de la actividad segun el tipo de suelo, se observa que la enzima catalasa tuvo
mayor actividad en el suelo de Rioja 1.14 U/ml, lo que nos indica que las caracteristicas

fisico-quimicas s de este suelo genera un mayor estrés al café que los otros suelos.

La respuesta enzimatica de las plantas inoculadas con micorrizas arbusculares (HMA)

es un aspecto clave para comprender su interaccion con el suelo y su impacto en el
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desarrollo de las plantas. En este estudio, se observé una menor concentracién de
catalasa (CAT) en hojas y raices de las plantas inoculadas con HMA, siendo el suelo de
Rioja el que mostr6 la mayor produccion, posiblemente como resultado de
caracteristicas fisicoquimicas no idéneas para el café, lo que podria considerarse como

un tipo de estrés.

La investigacion de Billou et al. (2000) en Nicotiana tabacum y Fun. Mosseae demostré
un aumento en las enzimas CAT y ascorbato peroxidasa en respuesta a la invasion de
hongos micorrizicos arbusculares en las células radiculares. Este hallazgo es
consistente con la reduccion de la molécula H2O- en plantas inoculadas con HMA bajo

estrés, como la sequia, segun lo informado por Pedranzani et al. (2016).

Los estudios de Ruis-Lozano et al. (2010) y Wu et al. (2007) resaltan la relacion entre la
actividad de la enzima CAT vy el estrés. En el caso de las plantas de lechuga y Citrus
tangerine colonizadas con hongos micorrizicos arbusculares, se observé un aumento
significativo de la actividad enzimatica durante periodos de sequia. Ademas, Ansari et
al. (2021) demostraron que diferentes especies de HMA afectan la respuesta de la
planta al estrés, con Rh. intraradices mostrando una mejor tolerancia a la sequia en

plantas de lino, acompafiada de un aumento en enzimas antioxidantes como CAT.

Aungue se espera que las micorrizas arbusculares aumenten la concentracion de CAT
en situaciones de estrés, nuestros resultados indican lo contrario. Esto podria deberse
a la ausencia de estrés inducido en las plantas de café durante el estudio, lo que evit

la generacién de sefiales para una mayor produccion de CAT en las plantas inoculadas.

En resumen, la concentracion de CAT en plantas de café inoculadas con HMA puede
ser influenciada por diversos factores, incluidas las caracteristicas del suelo y la
presencia de estrés. La comprension de esta interaccién es crucial para optimizar el uso

de HMA como herramienta en la agricultura sostenible.
+ Glucanasa

Los tratamientos evaluados en el presente estudio mostraron diferencia significativa
para la actividad de la Glucanasa en las plantas de café, mostrdndose diferencia
Unicamente en los suelos de las localidades como se muestra en la Tabla 24, 25y 26
para Glucanasa en raiz y Tabla 27 y 28 para Glucanasa en hojas. Los valores mas altos
fueron mostrados por las plantas de café inoculadas con Rh. dunense con una actividad
media de 6.70 mol GLU/gr y el suelo de Rioja tuvo mejores resultados con una media

de 7.38 mol GLU/gr, también se puede observar que existe diferencia significativa entre
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la interacciéon HMA y tipo de suelo en los resultados de glucanasa raiz (Figura 28, 29 y
30).

Tabla 24
Andlisis de Varianza de la actividad de la Glucanasa en raiz
GL SC CM F p-value Sig
HMA 2 65.2 32.58 2 0.13
Localidad 3 203.2 67.75 5 0.01 *
HMA * Localidad 6 482.9 80.49 5 0.001 *x
Residuo 24 356.9 14.87
Tabla 25
Analisis Post Hoc de Tukey de la actividad de la Glucanasa en raiz
Media Sig.
Rh. dunense 6.70 A
Rh. variabile 3.81 A
Control 3.88 A
San Martin 472 AB
Lamas 1.02 B
El Dorado 6.08 A
Rioja 7.38 A
Tabla 26
Analisis Post Hoc de Tukey de la actividad de la Glucanasa en raiz
Lugar HMA MEDIA SIG
Rioja Sin HMA 13.9 A
Dorado Rh.dunense 12.3 AB
San Martin Rh.dunense 9.12 ABC
Dorado Rh. variabile 5.97 ABC
Rioja Rh. variabile 5.83 ABC
San Martin Rh. variabile 3.43 ABC
Lamas Rh.dunense 3.06 ABC
Rioja Rh.dunense 2.36 BC
San Martin Sin HMA 1.62 BC
Dorado Sin HMA 0 C
Lamas Rh. variabile 0 C
Lamas Sin HMA 0 C
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Figura 28

Graéfico de cajas del analisis ANOVA para resultados de la actividad de Glucanasa en raiz.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).

ab a
abe
i
= abe
& abe
[ J—
g | ke gy
& b abc
E '
i | b
8
b, S I
] LR ﬂﬁl S ramn

Figura 29

Gréfico de cajas del andlisis ANOVA para resultados de interaccion HMA y tipo de suelo en la
actividad de Glucanasa en raiz.

Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Tabla 27
Andlisis de Varianza de la actividad de la Glucanasa en hojas
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 795 397.7 2 0.15
Localidad 3 2051 683.7 4 0.03 *
HMA * Localidad 6 1986 331 2 0.16
Residuo 24 4607 192
Tabla 28
Andlisis Post Hoc de Tukey de la actividad de la Glucanasa en hojas
Media Sig.
Rh. dunense 52.82 A
Rh. variabile 50.64 A
Control 61.52 A
San Martin 50.73 AB
Lamas 52.72 AB
El Dorado 67.95 A
Rioja 49.18 B
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Figura 30
Gréfico de cajas del andlisis ANOVA para resultados de la actividad de Glucanasa en hojas.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Los resultados de este estudio revelan que no hay diferencias significativas en la
concentracion de glucanasa en raices entre las especies de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) utilizadas. Sin embargo, se observan diferencias significativas en
funcién del tipo de suelo y la interaccién entre los HMA y el suelo. Especificamente, la
concentracion mas alta de glucanasa en raices se registr6 con Rhizoglomus dunense
(6.70 umol GLU/gr), siendo el suelo de Rioja el que favorecié la mayor concentracion,
con una media de 7.38 umol GLU/gr. En cuanto a la interaccion, el suelo de Rioja sin
micorriza mostré la producciéon mas elevada de glucanasa en raices, con una media de
13.9 umol GLU/gr.

En cuanto a la concentracion de glucanasa en hojas, se observé que las plantas control
presentaron la mayor media (61.52 umol GLU/gr), seguidas por las plantas inoculadas
con Rh. dunense (52.82 umol GLU/gr) y Rh. variabile (50.64 umol GLU/gr). Respecto al
tipo de suelo, el suelo de El Dorado exhibi6 una mayor actividad enzimética de

glucanasa en hojas, con 67.95 umol GLU/gr.

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que han demostrado un aumento
en la actividad de las p-1,3-glucanasas en raices de plantas inoculadas con HMA en
respuesta a la presencia de patdégenos, como lo indican Pozo et al. (1999). Ademas,
investigaciones de Blee & Anderson (1996) y Mohr et al. (1998) respaldan la idea de
gue la colonizacion por HMA aumenta la actividad de enzimas como las B-1,3-
glucanasas y quitinasas en raices. Estudios posteriores, como los de la Rodriguez et al.
(2006) y Ojeda-Quintana et al. (2019), sugieren que la presencia de HMA puede inducir

un aumento en la actividad de enzimas de defensa en las plantas, como las glucanasas.

En cuanto a la defensa de las plantas de café, los resultados sugieren que la presencia
de HMA no gener6 una respuesta de defensa significativa. Especificamente, se observo
gue las plantas de café presentaron mayores concentraciones de glucanasa en raices
en el suelo de Rioja, donde se registrd el menor porcentaje de colonizaciéon micorrizica.
Esto podria indicar una posible inhibiciéon de la actividad micorrizica por la glucanasa.
Ademas, se encontro que Rh. dunense promovi6 la mayor produccion de esta enzima.
En el caso de las hojas, las plantas sin inoculacion mostraron mayores concentraciones
de glucanasa, lo que sugiere que las plantas inoculadas en el suelo de El Dorado tienen
un mejor desarrollo y pueden disminuir el estrés ambiental o fisico-quimico. Estos
resultados apuntan a que Rh. dunense en el suelo de El Dorado puede ofrecer mejores

resultados como agente bioprotector.
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En resumen, estos hallazgos destacan la importancia del tipo de suelo y la especie de
HMA en la actividad enzimatica de las plantas de café, lo que puede tener implicaciones

significativas en su desarrollo y defensa frente a condiciones adversas.
+ Succinato deshidrogenasa

Los tratamientos evaluados en el presente estudio mostraron diferencia significativa
para la actividad del succinato deshidrogenasa de las plantas de café, mostrandose
diferencia tanto en la especie de HMA como en suelos de las localidades e interaccion
como se muestra en el analisis ANOVA Tabla 29, 30 y 31. Los valores mas altos fueron
mostrados por las plantas de café inoculadas con Rh. dunense con una actividad media
85.31% vy el suelo de San Martin tuvo mejores resultados con una media de 72.5%,

estos resultados se obtuvieron de la suma de la actividad alta y baja.

Los resultados indican que la especie Rh. dunense tiene mayor afinidad con el café, por
lo que el succinato deshidrogenasa (SDH) muestra mayor actividad de las estructuras
fangicas, mostrando una actividad alta al 70% en el suelo del Dorado, relacionado con
la colonizaciébn micorrizica, ya que es en este suelo donde se observa el mayor
porcentaje. Sin embargo, la especie Rh. variabile presenta una actividad alta de 52.5%
en este suelo. El suelo de Rioja es el que promueve en menor grado la actividad de la
SDH, lo que podria ser por el pH del suelo y la producciéon de enzimas como las

glucanasas que inhiben la colonizacién (Figura 31y 32).

Tabla 29
Andlisis de Varianza de la actividad del succinato deshidrogenasa
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 64267 32133 762 2x 1016 ok
Localidad 3 16393 5464 130 2x 1016 ik
HMA * Localidad 6 7708 1285 30 2x10-14 ok
Residuo 36 1519 42
Tabla 30
Andlisis Post Hoc de Tukey de la actividad del succinato deshidrogenasa
Media Sig.
Rh. dunense 85.31 A
Rh. variabile 80.31 A
Control 5.31 B
San Martin 72.50 A
Lamas 65.41 B
El Dorado 64.58 AB

@]

Rioja 25.42




Tabla 31
Analisis Post Hoc de Tukey de la interaccion de HMA vy tipo de suelo en la actividad del

succinato deshidrogenasa

77

Contenido de SucENatn deshidogenass (%)

B
<

Figura 31
Gréfico de cajas del andlisis ANOVA para resultados de la actividad de succinato
deshidrogenasa.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Lugar HMA MEDIA TUKEY
Dorado Rh.dunense 100 A
Lamas Rh.dunense 100 AB
San Martin Rh.dunense 100 ABC
San Martin Rh. variabile 100 ABC
Dorado Rh. variabile 96.2 ABC
Lamas Rh. variabile 93.8 ABC
Rioja Rh.dunense 41.2 ABC
Rioja Rh. variabile 31.2 BC
San Martin Sin HMA 175 BC
Rioja Sin HMA 3.75 C
Dorado Sin HMA 0 C
Lamas Sin HMA 0 C
A 8

a
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Figura 32

Gréfico de cajas del andlisis ANOVA para la interaccion HMA y tipo de suelo resultados de la
actividad de succinato deshidrogenasa.

Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).

La enzima succinato deshidrogenasa (SDH) desempefia un papel crucial en la
evaluacion de la viabilidad de las estructuras flngicas de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en las raices de las plantas de café (Smith & Gianinazzi-Pearson,
1990). Al examinar las raices, se observé que tanto Rh. dunense como Rh. variabile

mostraron una viabilidad superior al 50% en el café.

Resultados similares fueron observados por Arango et al. (2013), quienes investigaron
la presencia de rizomas de (Sorghum halepense L. Pers.) en plantas de Mentha x
piperita L. inoculadas con dos especies de HMA diferentes, Rh. intraradices y Fun.
Mosseae. Evaluaron la viabilidad de las estructuras fangicas mediante la enzima SDH,
y encontraron que Rh. intraradices mostr6 una mejor viabilidad (34-64%) en
comparacion con Fun. Mosseae (21-35%), lo que coincidié con una mayor tasa de

fotosintesis en plantas con Rh. intraradices.

Bernardo & Collado (2016) examinaron la viabilidad de las estructuras fangicas de Fun.
mosseae en plantas de Capsicum annuum sometidas a diferentes concentraciones de
cobre (Cu) y &cido salicilico. Concluyeron que el estrés causado por el cobre y las altas
concentraciones de &cido salicilico redujeron la viabilidad (% SDH), mostrando una

viabilidad del 88 % en 0 mM de Cu y una colonizacion del 95 %. Estos resultados



79

guardan relacién con los obtenidos en esta investigacion, ya que se observé una mayor
viabilidad con un mayor porcentaje de colonizacién, posiblemente debido a la

compatibilidad entre el suelo, el café y el hongo micorrizico.
« Contenido de Nitrégeno, fésforo y potasio en hojas.

Los tratamientos evaluados en el presente estudio mostraron diferencia significativa
para el contenido de N, P, K en las hojas de las plantas de café, mostrandose diferencia
en los tratamientos, tanto en la especie de HMA como en suelos de las localidades e
interaccion como se muestra en la Tabla 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39y 40.

Tabla 32
Analisis de Varianza de la concentracién de nitrdgeno en hojas
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 7729 3865 26 8.74 e-07 ok
Localidad 3 15891 5297 36 4.61 e-09 ok
HMA * Localidad 6 10098 1683 11 4.66E-06 bl
Residuo 24 3517 147
Tabla 33
Analisis Post Hoc de Tukey de la concentracion de nitrégeno en hojas
Media Sig.
Rh. dunense 1135 A
Rh. variabile 115.3 A
Control 92.5 B
San Martin 123.75 A
Lamas 86.02 B
Dorado 65.38 C
Rioja 87.49 B
Tabla 34
Andlisis Post Hoc de Tukey de la interacciéon de HMA vy tipo de suelo de nitrégeno en hojas
Lugar HMA MEDIA TUKEY
San Martin Rh. variabile 144 A
Lamas Rh.dunense 123 AB
San Martin Sin HMA 118 AB
San Martin Rh.dunense 109 ABC
Rioja Rh. variabile 103 BC
Dorado Rh.dunense 92.7 BC
Rioja Sin HMA 80.5 CD
Rioja Rh.dunense 73.9 CD
Dorado Rh. variabile 79 CD
Lamas Rh. variabile 78.6 CD
Lamas Sin HMA 56.4 DE
Dorado Sin HMA 24.4 E
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Figura 33
Gréfico de cajas del andlisis ANOVA del contenido de nitrdgeno en hojas.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 34

Grafico de cajas del analisis ANOVA de la interaccién entre HMA y tipo de suelo en el
contenido de nitrégeno en hojas.

Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).



Tabla 35
Andlisis de Varianza de la concentracién de fésforo en hojas

GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 6.61 3.30 25 1.37 e-06 ok
Localidad 3 38.76 12.92 98 1.38 e-13 ok
HMA * Localidad 6 4.66 0.77 6 7.03E-04 ok
Residuo 24 3.18 0.13
Tabla 36
Analisis Post Hoc de Tukey de la concentracién de fosforo en hojas
Media Sig.
Rh. dunense 1.92 A
Rh. variabile 2.05 A
Control 1.08 B
San Martin 3.42 A
Lamas 1.47 B
Dorado 1.13 BC
Rioja 0.71 C
Tabla 37

Andlisis Post Hoc de Tukey de la interaccién de HMA vy tipo de suelo en la concentracién de
fésforo en hojas

Lugar HMA MEDIA TUKEY
San Martin Rh. variabile 3.87 A
San Martin Rh.dunense 3.2 AB
San Martin Sin HMA 3.18 AB

Lamas Rh.dunense 2.36 BC

Lamas Rh. variabile 1.76 CD

Dorado Rh.dunense 1.56 CDE

Dorado Rh. variabile 1.53 CDE

Rioja Rh. variabile 1.05 DEF

Rioja Sin HMA 0.547 EF

Rioja Rh.dunense 0.54 EF

Dorado Sin HMA 0.3 F

Lamas Sin HMA 0.3 F




82

-
.

COMmidoqa fésfora en &3 hojas (ppem)

M drwrew n e £ WA S Lg= LE ] Lo Vnmn

Figura 35
Gréfico de cajas del anélisis ANOVA del contenido de fésforo en hojas.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 36

Gréfico de cajas del andlisis ANOVA de la interaccion de HMA y tipo de suelo en el contenido
de Fésforo en hojas.

Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).
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Tabla 38
Andlisis de Varianza de la concentracion de potasio en hojas
GL SC CM F p-value Sig.
HMA 2 1534 767 23 3.09 e-06 ok
Localidad 3 7132 23774 70 5.31e-12 ek
HMA * Localidad 6 2539 423.2 12 2.37 e-06 ek
Residuo 24 817 34
Tabla 39
Andlisis Post Hoc de Tukey de la concentracion de potasio en hojas
Media Sig.
Rh. dunense 14.95 A
Rh. variabile 15.26 A
Control 10.87 B
San Martin 57.77 A
Lamas 40.60 B
Dorado 27.18 C
Rioja 21.12 C

Tabla 40

Analisis Post Hoc de Tukey de la interaccién de HMA vy tipo de suelo de la concentracién de

potasio en hojas

Lugar HMA MEDIA TUKEY
San Martin Rh. variabile 71.8 A
Lamas Rh.dunense 61.6 AB
San Martin Sin HMA 52.4 BC
San Martin Rh.dunense 49.2 BC
Lamas Rh. variabile 41.7 CD
Dorado Rh.dunense 30 DE
Rioja Rh. variabile 29.1 DE
Dorado Rh. variabile 28.9 DE
Dorado Sin HMA 22.6 E
Lamas Sin HMA 18.5 E
Rioja Sin HMA 17.2 E
Rioja Rh.dunense 171 E
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Figura 37
Grafico de cajas del analisis ANOVA de la interaccién de HMA vy tipo de suelo en el contenido

de Potasio en hojas.
Nota: Las letras diferentes indican diferencia significativa con prueba de Tukey (p < 0.05).

En los resultados de esta investigacion, se observa que el café inoculado con Rh.
variabile en el suelo de San Martin presentd las concentraciones mas altas de N, P, K
(144.22 mg/kg, 3.87 mg/kg, 71.75 mg/kg). Asimismo, las plantas inoculadas con hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) mostraron concentraciones mayores de N, P, K en
hojas en comparacion con las no inoculadas, lo que sugiere que los HMA facilitan la

absorcién de estos nutrientes.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Grimberg (2015), quien al
inocular plantas de soja con tres especies de HMA (Septoglomus constrictum, Glomus
sp. y Glomus aggregatum), observé un aumento en la concentracion de N, P, K en hojas
y una mejora en el indice de tolerancia a sequias. Smith & Read (2008) respaldan esta
observacion al sugerir que este aumento puede estar relacionado con un incremento en

el area foliar.

Por otro lado, Vallejos Torres (2021) evalué el efecto de los HMA en el crecimiento
morfoldgico y la concentracion de nutrientes y clorofila, asi como la resistencia a la roya
en plantas de café. Determiné que el contenido de nitrégeno y fésforo en hojas no mostré

diferencias significativas en los tratamientos evaluados. Esta discrepancia podria
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atribuirse al uso de cultivos puros de Rh. dunense y Rh. variabile en nuestra
investigacion, lo que pudo haber evitado la competencia entre especies y mejorado la
viabilidad de las estructuras fungicas para una mejor absorcion de nutrientes en las

plantas micorrizadas.

Se puede considerar que el nitrogeno (N), fésforo (P) y potasio (K) son nutrientes
primarios esenciales, ya que se requieren en cantidades significativas para el
crecimiento de las plantas. Por ejemplo, el N previene la muerte de la planta, el P
promueve el desarrollo de raices y el K es crucial para la fotosintesis y el funcionamiento

de las estomas en las plantas (Edward et al., 2005)
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CONCLUSIONES

1. Los analisis fisicoquimicos de los diferentes suelos trabajados revelan la
importancia tanto de los factores quimicos como bioldgicos en la calidad del café. Se
observa una diversidad en la textura del suelo entre las muestras, siendo el suelo de
Lamas caracterizado por un drenaje deficiente, mientras que el de Rioja exhibe una
textura arenosa con mejor drenaje. El pH del suelo resulta critico para el cultivo del café,
y aunqgue la mayoria de las muestras se encuentran dentro del rango recomendado, el
suelo de Rioja se desvia posiblemente debido a practicas agricolas.

2. Se evidencia una relacion directa entre la concentracion de fosforo y la
colonizacién micorrizica, especialmente en suelos con mayores concentraciones de
este nutriente. Sin embargo, en la interaccion entre hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) y tipo de suelo, se observa un porcentaje de colonizacién mayor en el suelo de
Lamas, a pesar de presentar una concentracion de fosforo menor. Se destaca que las
especies de HMA, en este caso, Rhizoglomus dunense y Rhizoglomus variabile,
muestran respuestas divergentes ante las caracteristicas del suelo. La colonizacién
micorrizica es mas efectiva en suelos con concentraciones especificas de fésforo, y esta
respuesta puede variar segun la especie de HMA evaluada. Es posible que el pH del
suelo puede influir en la colonizacién micorrizica, el género Glomus tiene una respuesta
poco favorable a niveles bajos de pH, como en el caso de Rioja que tiene un pH acido.
3. El tipo de suelo ejerce influencia en las caracteristicas morfolégicas, siendo
notable que el suelo de San Martin y Lamas exhibe mejores resultados en todos los
casos, incluyendo altura, diametro de tallo, cantidad de hojas y area foliar. Estos
hallazgos sugieren una relacién significativa entre el tipo de suelo y las caracteristicas
morfolégicas del café. Ademas, se observa que la actividad enzimética, la concentracion
de nutrientes y otros factores también varian segun la especie de HMA y el tipo de suelo,
lo que subraya la importancia de considerar estas interacciones en la produccién de

café.
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RECOMENDACIONES

) Evaluar las mismas caracteristicas aplicando algun tipo de patégeno relevante
para el café. Esto proporcionara informacion adicional sobre la participacion de los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en el café, lo que es de gran interés agricola.

) Ampliar el rango de tipos de suelo, es decir, evaluar otros suelos de la region de
San Martin o de zonas donde se cultive café. Esto permitira obtener una visiébn mas
completa de la interaccién entre los HMA y el suelo en diferentes condiciones.

) Evaluar otras especies de HMA para determinar su afinidad y eficiencia en la
colonizacién de las raices del café. Esto ayudard a identificar las especies mas
adecuadas para promover el crecimiento y desarrollo de las plantas de café.

) Evaluar otras enzimas antioxidantes como el superoxido dismutasa, ascorbato
peroxidasa y peroxidasa. Estas enzimas proporcionaran informacién adicional sobre la
funcién de los HMA en el sistema antioxidante de las plantas de café.

. Realizar estudios de andlisis quimicos del fruto de café en relaciéon con la
colonizacién micorrizica. Esto permitira determinar si la colonizacion micorrizica afecta
la composicion quimica y la calidad del fruto de café.

o Evaluar el potencial de la Rh. dunense y Rh. variabile en plantaciones no
productivas de 1 afio para determinar su desempefio en la produccion de café. Esto
proporcionara informacion relevante para los productores sobre el uso de estos HMA en
el cultivo de café.

o Identificar especies nativas de los suelos a investigar en primera instancia. Esto
permitira comprender mejor la interaccion entre las especies de HMA y las condiciones
especificas del suelo, lo que puede influir en el éxito de la colonizacion micorrizica en el

cultivo de café.
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ANEXO 1: Resultados de analisis de suelo.
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ANEXO 3: Comparacion de altura de las plantulas de Coffea arabica L.

Rh. dunense Rh. variabile Control Rh. dunense Rh. variabile Control Rh. dunense Rh. variabile Control Rh. dunense Rh. variabile Control

El Dorado Lamas Rioja San Martin
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