UNIVERSIDAD
i NACIONAL
DE SAN MARTIN

Repositorio Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Acceso Abierto N i

c
£
<
m
P
q
O

Esta obra esta bajo una Licencia

Creative Commons Airibucion-
NoComercial-Compartirigual 2.5 Peru.

Veauna copia de esta licencia en
hitp://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/pe/

Obra publicada con autorizacion del autor



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN-TARAPOTO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE AGRONOMIiA

@

aQuaISHIAINND
SAN MARTIN

%&m

AACIONAL DY

Bioproteccion de plantas de café a Hemileia vastatrix, aplicando consorcios de

hongos micorrizicos arbusculares nativos, en vivero, provincia de Lamas

Tesis para optar el Titulo Profesional de Ingeniero Agronomo

AUTOR:

Lorena Estefani Romero Chavez

ASESOR:
Ing. Eybis José Flores Garcia

Tarapoto - Peru
2019



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN-TARAPOTO
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE AGRONOMIA

(0
,‘—7
f
5
aﬁ
N—

sén HARTIN

ﬁaﬂlﬁém N, |

L—voli:_f/.- N

"‘%E!EHHL o

N

Bioproteccion de plantas de café a Hemileia vastatrix, aplicando consorcios de

hongos micorrizicos arbusculares nativos, en vivero, provincia de Lamas

AUTOR:

Lorena Estefani Romero Chavez

Sustentada y aprobada ante el honorable jurado el dia 27 de diciembre del 2019

................................................

Dr. Agustln Cemna Mendoza Ing. M.Sc. Patricia Elena Garcia Gonzales
Presidente . Secretario

Cees -~
........................................................

oo
Blga. Dra. Yoni Meni Rod.nguez Espejo Ing. Eybis José Flores Garcia
Miembro Asesor



Declaratoria de Autenticidad

Lorena Estefani Romero Chivez, egresada de la Facultad de Ciencias Agrarias, Escuela
Profesional de Agronomia de la Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto,
identificada con DNI N° 48568100, con la tesis titulada: Bioproteccién de plantas de
café a Hemileia vastatrix, aplicando consorcios de hongos micorrizicos arbusculares
nativos, en vivero, provincia de Lamas.

Declaro bajo juramento que:

1. La tesis presentada es de mi autoria.

2. He respetado las normas internacionales de citas y referencias para las fuentes
consultadas. Por tanto, la tesis no ha sido plagiada ni total ni parcialmente.

3. La tesis no ha sido auto plagiada; es decir, no ha sido publicada ni presentada
anteriormente para obtener algun grado académico previo o titulo profesional.

4. Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falseados, ni
duplicados, ni copiados y por tanto los resultados que se presenten en la tesis se

constituirdn en aportes a la realidad investigada.

De considerar que el trabajo cuenta con una falta grave, como el hecho de contar con datos
fraudulentos, demostrar indicios y plagio (al no citar la informacion con sus autores),
plagio (al presentar informacion de otros trabajos como propios), falsificacién (al presentar
la informacién e ideas de otras personas de forma falsa), entre otros, asumo las
consecuencias y sanciones que de mi accién se deriven, sometiéndome a la normatividad

vigente de la Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto.

Tarapoto, 27 de diciembre del 2019

DNI N° 48568100



Formato de autorizacion NO EXCLUSIVA para la publicacion de trabajos de
investigacion, conducentes a optar grados académicos y titulos profesionales en el
Repositorio Digital de Tesis

1.

2.

3.

6.

Datos del autor:

Apellidos y nombres: PomeRo ChAvEZ \OREMA ESTEFAMNT

Codigodealumno : 09 /¢ 3 Teléfono: 769 éz0 996
Correo electrénico : /orenae. rome 1L @ 9meri]. com DNLI: 4gsesioo

(En caso haya mas autores, llenar un formulario por autor)

Datos Académicos
Facultadde: < ignciAas AGAARIAS
Escuela Profesional de:  , . o MO MIA

Tipo de trabajo de investigacion
Tesis () Trabajo de investigacién ()
Trabajo de suficiencia profesional ( )

Datos de trabajo de investigacion
Titulo:

310 PROTECCION DPE PLANTAS DE cAFE A Hemilela msfair[x
APLICANDD conSORCIOS DE HONGOS MICORR(2Ic0S ARBUSCULARES
BATIVOS , €N VIVERD, PRoViuciA pe LAMAS.

Aiio de publicacion: 20)9

Tipo de Acceso al documento
Acceso publico * (
Acceso restringido ** (

< ) Embargo ()
)

Si el autor elige el tipo de acceso abierto o publico, otorga a la Universidad Nacional de San Martin
— Tarapoto, una licencia No Exclusiva, para publicar, conservar y sin modificar su contenido,
pueda convertirla a cualquier formato de fichero, medio o soporte, siempre con fines de seguridad,
preservacion y difusion en el Repositorio de Tesis Digital. Respetando siempre los Derechos de
Autor y Propiedad Intelectual de acuerdo y en el Marco de la Ley 822.

En caso que el autor elija la segunda opcién, es necesario y obligatorio que indiquen el sustento
correspondiente:

Originalidad del archivo digital

Por el presente dejo constancia que el archivo digital que entrego a la Universidad Nacional de San
Martin — Tarapoto, como parte del proceso conducente a obtener el Titulo Profesional o Grado
Académico, es la version final del trabajo de investigacion sustentado y aprobado por el jurado.



7. Otorgamiento de una licencia CREATIVE COMMONS
Para investigaciones que son de acceso abierto se les otorgd una licencia Creative Commons,
con la finalidad de que cualquier usuario pueda acceder a la obra, bajo los términos que dicha
licencia implica

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/pe/

El autor, por medio de este documento, autoriza a la Universidad Nacional de San Martin -
Tarapoto, publicar su trabajo de investigacion en formato digital en el Repositorio Digital de
Tesis, al cual se podrd acceder, preservar y difundir de forma libre y gratuita, de manera integra
a todo el documento.

Segun el inciso 12.2, del articulo 12° del Reglamento del Registro Nacional de Trabajos de
Investigacion para optar grados académicos y titulos profesionales - RENATI “Las
universidades, instituciones y escuelas de educacién superior tienen como obligacién
registrar todos los trabajos de investigacién y proyectos, incluyendo los metadatos en sus
repositorios institucionales precisando si son de acceso abierto o restringido, los cuales
serdn posteriormente recolectados por el Repositorio Digital RENATI, a través del
Repositorio ALICIA™.

8. Para ser llenado en el Repositorio Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Acceso
Abierto de la UNSM - T.

Fecha de recepcion del documento.

26 Al 2020

=

M. Sc. Alfredo Ramos Perea
Responsable

*Acceso abierto: uso licito que confiere un titular de derechos de propiedad intelectual a cualquier
persona, para que pueda acceder de manera  inmediata y gratuita a una obra, datos procesados o
estadisticas de monitoreo, sin necesidad de registro, suscripcidn, ni pago, estando autorizada a
leerla, descargarla, reproducirla, distribuirla, imprimirla, buscarla y enlazar textos completos
(Reglamento de la Ley No 30035).

** Acceso restringido: ¢l documento no se visualizara en el Repositorio.



vi

Dedicatoria

A Dios, por su amor incondicional
y por las oportunidades y puertas
abiertas que siempre me ha
ofrecido. Sin su presencia nada

seria posible.

A mi mama Esther Chavez y a mi papa Marco Romero

por siempre creer en mi y apoyarme en cada uno de

mis procesos. Sin duda alguna son una gran bendicion

en mi vida.

A mis hermanos Gerardo, Gianmarco y Max... ;Qué seria
la vida sin hermanos? Estoy agradecida por sus vidas y por

el amor que me tienen.

A mis amigos verdaderos quienes
siempre se han mostrado predispuestos

a apoyarme sea con acciones o palabras.

Gracias.

Lorena Estefani Romero Chavez.



vil

Agradecimiento

A la Universidad Nacional de San Martin y a la Facultad de Ciencias Agrarias donde
me formé y recibi los conocimientos de cada docente y comparti hermosas vivencias con
mis compaiieros y amigos. Atesoro cada ensefianza y vivencia dentro y fuera de las aulas

durante esos 5 afios.

Al Ing. Eybis Jos¢ Flores Garcia, asesor de la presente tesis de investigacion, por sus

consejos, sugerencias y cada apoyo incondicional.

Al Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana - San Martin, en cuyas
instalaciones y laboratorios pude realizar la presente investigacion, al Dr. Luis Alberto
Arévalo Lopez por su apoyo incondicional, al Ing. Geomar Vallejos Torres por las
facilidades y apoyo brindado, al Ing. Omar Chinchay Rubio, la Srta. Jhoarita Pezo Macedo
y al Ing. Kadir Marquez por la oportuna ayuda y a cada trabajador de esta institucion que

me brindaron conocimientos en los momentos requeridos.

Al Programa Nacional de Innovacion Agraria — PNIA por el financiamiento de este
trabajo de investigacion en el marco del proyecto de investigacion: “Biofertilizacion y
Bioproteccion de plantas clonales de café (Coffea arabica L.), con micorrizas arbusculares
en la Region San Martin” - CONTRATO N°23-2015- INIA-PNIA/UPMSI/IE.

A mis amigos y compaieros de tesis Jany Sandoval Rengifo, Osmar Villalobos
Culqui y Elvis Espinoza Risco por sus compaferismo y apoyo. A Pool Kevin Salas Garcia,
por su apoyo incondicional y compafiia en cada momento, muchas gracias.

Al Sr. Marcelino Tapullima y a su esposa, la Sra. Anita por permitirme realizar esta
tesis de investigacion en su finca cafetalera, muy agradecida por todas las facilidades

brindadas y por la confianza hacia mi persona.

A mis amigos y familiares por su apoyo, colaboracion y 4nimos constantes, los cuales

fueron y son enriquecedores en mi preparacion profesional.



viil

Indice general

Pagina

DIEAICALOTIA ...ttt ettt et b et s at e st ettt e bt et st e bt et e eneenneen vi
AGIAACCIIMICTIEOS .....vvieiiieeiiieiieeieeiee ettt et e st e e ae e teeeaeestaeesseeseessseenseessseensseesseenseessseenseas vii
Lista de siglas 0 @DreVIAtUIAS .......cooueeiiiiriieeiieiie ettt et aee e e XVi
RESUIMEI ... ettt e e aa e e st e e e aaeeensaeesnaeesnsaeesaseeas Xvii
ADSETACT. ..ottt ettt ettt b et e b e e st s XViii
INEEOAUCCION ...ttt ettt ettt b et e it et e e estesaeebe e e e saeenee 1
CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA ......cvvuuirimiireriseiesioeseieseseessssesssesseseenns 3
1.1. Antecedentes de 1a INVESTIZACION. ......ccuueeuiiruiieiieriie ettt et 3
1.2, Coffea arabiCa L............ooccueeeeeeeeiieeiee ettt saae e enae e ennaeesneees 5
1.2.1. Clasificacion taXONOMICA ........eeeuueeruierieiniieeieeeite ettt et e st eb et e et esieeesaeesaeeens 5
1.2.2. Origen Y diStriDUCION ......ceeuvieiieeiieiie ettt ettt ettt et eeee et saeebeesnaeesaeenseens 6
1.2.3. Caracteristicas DOtANICAS .........cecueriiriiriiinieieeie ettt sttt 6
1.2.4. Variedades del café ardbiCo.........cceevcuiieiciiieiiii ettt 8
1.2.5. Condiciones de clima y SUCLO .........eeviiieriiiieciii ettt 8
1.2.6. Dos formas de propagacion del café ...........ocooevireiieniiieiieniieieeeee e 10
1.2.7. Region San Martin — Pert, zona cafetalera ...........cocooeevenieniiniiinicnccicnne 11

1.3. Hemileia vastatrix, (roya del cafeto) .........ccocvvieeriiieiiiieiieeeeeee e 11
1.3.1. Ciclo de vida de 18 TOY@......ccecuiiieiiieeiiieeee e 12
1.3.2. Efecto de la roya en plantas de café .............cccoeviieiieniiieiiiiececeeece e 13
1.3.3. Escala de severidad de la roya del cafeto, SENASA (2013)...cccceeevievieriinnnnnne. 13
1.3.4. Infeccidn natural de roya en plantas de café ...........coceeviiiiiiiiiiiiiiiieeee, 14

1.4. Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) ......cccueveiiieeiiieeieeeeeeeeeeee e 14
1.4.1.Generalidades..........coueeiirieriieieeieee et 14
1.4.2. Ventajas de las micorrizas en 10S agroecosistemas..........cc.eeveerveeereeneerveenneennn 14
1.4.3. TIPOS A€ MICOITIZAS ....eueeeienieriieeiieieeiteeet ettt ettt sttt e s 15
1.4.4. Clasificacion taXONOMICA ........c.eerueerueeeteeieeeieesite et e siee et e siteebeeseeeebeesabeebeeeaee 15
1.4.5.Estructuras de los hongos micorrizicos arbusculares...........cccccceevvveeeeveeenneeennne. 16
1.4.6.Proceso de colonizacion de los HMA en 1as 1aices .......ccccevereerierieneenieenieninne 17
1.4.7.Factores que influyen en la colonizacion miCoITiZica. .......cceveeruerveneeenueeeennnene 19

1.4.8.HMA en el control de enfermedades en plantas ............ccccceeeviieecieeeeieeceneeenee, 20



X

1.5. Definicion de t€rminos DASICOS ......cccvieeiiieeiiieeiiie et et e et et e e e e e e e e eree e 20
CAPITULO II: MATERIAL Y METODOS ........ooomiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesve s 21
2.1. Metodologia de INVEStIGACION.......cueieriieeiieeieeerieeeteeeiteeeireeeteeeeareesaeeeeaeeesseee e 21
2.1.1. TipO de INVESTIZACION ...cuvvieerieiieeiieeiieeieesireeieeeiieeteesereeseesareesseessseesaesnseenseennns 21
2. 1.2, PODIACION ...t st 21
B T TR\ 1] o o RS UPRRUPUSR 21
2.1.4. Ubicacién y caracterizacion del area de estudio.........ceeeeeveevcieencieeniieeniieenee, 21
2.1.5. Diseflo eXPerimental..........ccceerciieiiieiiieriierieeieeeieeiee s ete e eree e eseeenseesee e 22
2.2. Fases de instalacion del eXperimento ..........cccueereeeieeniieriienieeieeiieeeeesiee e iee e 25
2.2.1. Fase de campo € INVETNAAETO .......c.veeecurieeiiiieeiiie e e eieee et eereeeeveeeevee e 25
A. Obtencion de semillas botanicas y plantulas de café.
B. Obtencion de semillas vegetativas y plantulas de café.
2.2.2.Fase de 1aD0ratorio..........coeevierieriieiiiierieeeest e 26
A. Esterilizacion del sustrato
B. Extraccion y cuantificacion de los consorcios de HMA nativos.
2.2.3.FaSE A€ VIVETO ...ueieiiiiiiieiie ettt ettt ettt et et et ebe e 28
A. Siembra e inoculacién de las plantulas con los consorcios de HMA nativos
B. Instalacion de la investigacion en el vivero del CCPP de Chirapa- Lamas.
C. Inoculacién de roya
2.3. Variables evaluadas ..........coceoiiiiiiiiiii e 29
2.3.1. Variables MOTfOlOZICAS ......ccveevieiiiieriieiieciie ettt ettt e e et ebe e 29
AL ATUra de Planta.........oc.eeeiieiiieieeeeeee e 29
B. NUMETo de NOjJas .....ccocviiiiiieeiiee ettt et 30
C. ATEA FOIAT ... 30
D. Biomasa seca aérea y radiCular............ccvevieeiiieniieciienie et 30
2.3.2. Variables fingicas: HMA NativoS ¥ TOY@......ccceeruieruierieeriienieeiieeieenieesveeneennns 31
A. Longitud de micelio extra radical (CM)........ccoceeviieniiniiieniieiiiee e 31
B. Colonizacion miCOTTIZICA (%0) ...eeeveerueeerieiieiieeeiie ettt 33
C. INCIAENCIA A TOYA ..eevvieiiiiiiiiie ettt ettt e e e e seaeeetaeeennneeennneens 34
D. Severidad de TOYa......ccuiiiiieiieiieeieeie ettt 35
CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION ......ovvvimriimriimrinriseesneesssessseeseseseeens 36
3.1. Variables MOTTOlOZICAS........cccuiieiiieeeiieeeie ettt et e e aae e sneeeeees 36
3.1.1. Altura de planta (CM).......cccuiieiiiieiiie et eeaee e 36

3.1.2. NUMETO d€ NOJAS....eeeuiieiiieiiieiieeieeiee ettt e eibe et esbe e e snveenseas 39



3.1.3. AT FOLAL (CIN?)....eeeeeeeeeeeeeeee e 42
3.1.4. BI0MAasa SECA AETEA () cvveervvreererreairieeaiiieeesireeesiteeesiaeeessaeeesseeesseeesnsseessseesseeessnes 45
3.1.5. Biomasa seca radicular (£) ......cceeevveeeriieeiiieeiie et 48
3.1.6. Longitud de micelio extra radical (CM) ......ccceeevuierieeriieniieiieeie e 50
3.1.7. Colonizacion MiCOITIZICA (%0).....cccureerrieeeiieeeiiiee et e et e et et e et ere e e e 53
3.1.8. Incidencia de TOYA (20)....ueeueeruieeiieiie ittt ettt et 56
3.1.9. Severidad de 10Ya (%0) «veeeeveeeeiieeiiee ettt e 58
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt sttt et sae ettt e bt e aeeatesaeenbeennens 61
RECOMENDACIONES ...ttt ettt st 62
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooviieieieeeeeeeeeeeeeeee e 63
ANEXOS ettt ettt ettt h ettt ettt eea e e bt et e ententeenteeneenaeentes 74
ANexo 1: ANAlISIS de SUCLOS.....cc.uiiiiiiiiiiiiee e 74
Anexo 2: Descripcion de la procedencia de los consorcios de HMA nativos..................... 75
Anexo 3: Morfotipos de HMA nativos de los consorcios estudiados .........c.cceeceevuereennennne. 76
Anexo 4: Distribucion de los tratamientos segiin el DCA............cccveeiiiiiiiiiicieeeeeee, 77

Anexo 5: Temperatura minima, media y maxima registrada durante el periodo de
desarrollo de 12 INVESTIZACION........ccvierureeiieiieeieeeie ettt eees 77
Anexo 6: Humedad relativa y precipitacion pluvial de la zona...........cccceeeevieninicnenenne. 77

Anexo 7: Numero de hojas / tratamiento, en €l tiemMPO ........ccevveeeiiieeiiieeiiee e 78



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.
Tabla 9.
Tabla 10.
Tabla 11.
Tabla 12.

Tabla 13.

X1

indice de tablas

Pagina
Ventajas y desventajas de la produccion sexual y asexual en plantas .............. 11
Clasificacion de HMA (Schiibler, Schwarzitt y Walker, 2001)..........c..cc....... 16
Descripcion de 108 tratamientos ..........cceeeeveerieeeiiienieeriieeieesiee e eieesveeneeesneens 24
ANVA para los tres factores y respectivos grados de libertad .............ccoc..... 24
ANVA de la altura de plantones de café¢ a los 180 DDS en vivero .................. 36
ANVA para el numero de hojas en plantones de café a los 180 DDS.............. 39
ANVA para el area foliar de plantones de café ............cccoviviiniiiiniinencnnn. 42
ANVA para la biomasa seca aérea de plantones de café ............cccccocveniiinnin. 45
ANVA para la biomasa seca radicular de plantones de café ..............c.c..c........ 48
ANVA para la longitud de micelio extra radical de plantones de café............. 51
ANVA para la colonizacion micorrizica de plantones de café ......................... 53

ANVA para la incidencia de roya (%) en plantones de café a los 180
DDS, en vivero, Chirapa — Lamas .........cccceecuveeviieeiiieeciee e 56
ANVA para la severidad de roya (%) en plantones de café a los 180 DDS ..... 58



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

indice de figuras

Proceso de infeccion de la roya. CICAFE (2013) coevvveeiieeiieeeeeeeee
Escala de severidad de la roya del cafeto, SENASA (2013) ..cccvvvverveennnnnnnne.
Porcentaje de colonizacion MiCOTTIZICA .......cc.eevvrerereeiieniieeieeiie e eiee e
Ubicacion del vivero en el que se instaldo la investigacion, Centro
Poblado de Chirapa, Rumisapa — Lamas.........cccceevevieeriieeciie e
A) Laboratorio de Micorrizas del IIAP — San Marin. B) Invernadero
del ITAP —San Martin.........cooerierieniiiieiieieeeseee ettt
Produccion sexual de plantas de café: A) Semillas de café de las
variedades caturra, pache y nacional, puestas a secar a temperatura
ambiente. B) Siembra de las semillas en camas germinadoras ......................
Produccion asexual de plantas de café: A) Jardines clonales de plantas
de café. B) Corte de brotes con buena conformacion. C) Acido- indol -
3- butirico, utilizado para la produccion de raices en los brotes cortados.
D) Produccioén asexual de café. Plantas en proceso de enraizamiento y
debidamente etiqUEtadas...........cccuieruieiiiieiieeiiecie e
Esterilizacion del sustrato para produccion de plantones de café. A)
Preparacion del sustrato a base de tierra, arena y M.O. B) Sustrato
embolsado con un peso de 2Kg por cada bolsa. C) Colocacion del
sustrato embolsado en la autoclave para ser esterilizado. D) Sustrato
esterilizado puesto @ eNfTIar........c.ceveeeiieriieeiiee e
Meétodo de sedimentacion y flotacion en solucion de sacarosa para la
extraccion y cuantificacion de HMA (Tommerup y Kidby, 1979): A)
Se pes6 10g de muestras de suelo de cada consorcio. B) Luego, se
prepar6 sacarosa al 20% y 60%. C) y D) En tubos Falcon, se agregé la
sacarosa al 20% y luego la de 60%, evitando que se mezclen. E) Se
agitaron las muestras de 10g de suelo manualmente en agua, se dejo
reposar por 5 min y se tamizé en tamices de 250 um y 38 um, 5 veces.
F) Se vaciaron las particulas retenidas en el tamiz de 38 um en los tubos
Falcon, y se colocaron en una centrifuga por 4,5 min. G) y H) La
solucion fue filtrada en el tamiz de 38 um y finalmente puesta en placas

Petri para observar las esporas en un estereomicroSCoOpPIO........ccveeervveerveeennne.

Xil



Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Repique e inoculacion de HMA en plantas de café. A) Siembra de
planulas de café e inoculacion con esporas de HMA nativos. B) y C)

Plantones de café propagados sexual y asexualmente en proceso de

aclimatacion para su posterior traslado...........cccceevvveeciienieniiienieeieee e,

Instalacion del vivero en Chirapa. A) Traslado de los plantones de café

al vivero ubicado en Chirapa. B) Vista del vivero con los plantones ya

distribuidos seguin €l DCA .........c.ooeiiiieiieeee et

Aparicion de los sintomas de roya en el tiempo. A) Planta de café sana,

a la instalacion. B) Luego de un mes, se visualiz6 las primeras clorosis.

C) y D) Plantas de café con sintomas de esporulacion de roya...................

Medicion de altura de plantas. A) Medicion de la altura usando una

regla milimetrada de metal. B) Notoria diferencia entre una planta sin

HMA (planta de la izquierda), y una con HMA (planta de la derecha).......

Conteo del numero de hojas de todas las plantas. Esto se realizd

IMENSUALIIMENTE .ot e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaaaens

Tomas fotograficas listas para ser procesadas por el Programa ASSES

para la determinacion del area foliar ............occvevveeiiieniieniecieeeeeeeeee,

Obtencion de la biomasa seca aérea y radicular. A) y B) Se dividi6 la

planta en parte aérea y radicular. C) Luego de permanecer en una estufa,

se pesO en una balanza analitica ..........ccceevevieriiieriiie e

Procedimiento de Tincion de micelio extra radical, (Robles., et al,
2009): A) Se peso6 1g de suelo y se agrego6 acido acético. B) y C) Se
afiadio 20 ml de tinta azul al 15% por 30min, se enraz6 a 100 ml con
agua destilada y se colocé en bafio maria por 90 min. D) y E) Se lavo
tamizando el contenido y se volvido a agregar en el mismo vaso
precipitado, se anadi6 agua destilada 30ml y se enrazd con agar-agar a
100ml. Se agit6 varias veces y se tomd 10 ml en una jeringa para

vaciarlo en una placa Petri. F) Finalmente, las muestras estaban listas

para ser observadas en estereomiCrOSCOPIO .....eeeruvreerureeerreeerereeerereeenereeennnes

Micelio extra radical de hongos micorrizicos arbusculares, observado

€N ESTETEOMICTOSCOPIO «.vvieneieeurieiieentierireeteestteeteesereeseesseeanseessseenseesnseenseans

Metodologia de tincion de raices, propuesta por Phillips & Hayman,
(1970). A) y B) Raices en KOH al 10% durante 24 horas y luego

colocadas en bafio maria por 30 minutos. C) Después de lavar las raices
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Resumen

Se evaluo el efecto bioprotector de tres consorcios de hongos micorrizicos arbusculares
nativos en plantones de tres variedades de Coffea arabica L., propagados sexual y
asexualmente frente al ataque de la roya amarilla (Hemileia vastatrix). La investigacion fue
desarrollada en Chirapa — Lamas, bajo condiciones de vivero y en el Laboratorio de
Micorrizas del I[IAP, Tarapoto - San Martin. Se us6 el Diseiio Completamente al Azar con
arreglo factorial de 3A x 2B x 4C, siendo A: variedades de café (caturra, pache y nacional),
B método de propagacion (sexual y asexual) y C: consorcios de HMA nativos (de las
provincias de Moyobamba, El Dorado y Huallaga) comparados con un testigo, resultando
24 tratamientos, 9 plantas/ tratamiento y 216 unidades experimentales. En el repique de las
plantulas se inocul6 con 1500 esporas de HMA nativos y un mes después fueron instalados
en el vivero de Chirapa, en un cafetal con grado 4 de roya, seglin escala del SENASA (2013).
Se produjo una infeccion natural de roya en los plantones de café, observandose la
sintomatologia en el segundo mes y su incremento en los siguientes meses. A los 180 dias
después de la siembra, las evaluaciones de incidencia y severidad indicaron que los HMA
no tuvieron un efecto bioprotector frente a la roya; no obstante, los HMA si tuvieron
resultados favorables en las caracteristicas morfoldgicas: altura (cm), nimero de hojas, area
foliar (cm?), biomasa seca aérea y radicular (g), colonizacién micorrizica (%) y longitud de

micelio extra radical (cm), en contraste con el testigo.

Palabras Clave: Café¢, Hongos micorrizicos arbusculares (HMA), Coffea arabica L.,

Hemileia vastatrix, roya, infeccion de roya.
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Abstract

The bioprotective effect of three consortia of native arbuscular mycorrhizal fungi was
evaluated in seedlings of three Coffea arabica L. varieties, propagated sexually and
asexually against the attack of yellow rust (Hemileia vastatrix). The research took place in
Chirapa - Lamas, in plant nursery conditions and in the Mycorrhizal fungi Laboratory of
IIAP, Tarapoto - San Martin. The Completely Random Design was used with a factorial
arrangement of 3A x 2B x 4C, being A: coffee varieties (caturra, pache and nacional), B:
propagation method (sexual and asexual) and C: native AMF consortia (provinces of
Moyobamba, El Dorado and Huallaga) compared with a witness, resulting in 24 treatments,
9 plants / treatment and 216 experimental units. In the planting out of the seedlings, 1500
native AMF spores were inoculated and a month later they were moved out in the plant
nursery of Chirapa in a coffee plantation with a grade 4 of rust, according to SENASA scale
(2013). There was a natural infection of rust in coffee seedlings, observing the symptoms in
the second month and its increase in the following months. At 180 days after planting, the
incidence and severity test indicated that AMF did not have a bioprotective effect against
rust; however, the AMF did have favorable results in morphological characteristics: height
(cm), number of leaves, leaf area (cm2), aerial and root dry biomass (g), mycorrhizal

colonization (%) and extra radical mycelium length (cm), in contrast to the control.

Keywords: Coffee, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), Coffea arabica L., Hemileia

vastatrix, infection of rust




Introduccion

Para los paises productores de Coffea arabica L. este es un cultivo de gran importancia
tanto en lo econdmico y social; Peru es uno de ellos. El café peruano es mundialmente
conocido por su calidad de taza lo que le ha hecho merecedor de importantes premios,
ocupando el segundo lugar como productor y exportador de café organico. Este cultivo es
producido en 17 regiones del Peru, siendo la region San Martin el primer productor de café
en el 2018 representando el 25% de la produccion nacional, de los cuales solo el 2,2% es
exportaciones de café a nivel nacional proviene de San Martin. (MINCETUR, 2018). Segtin
la trayectoria e indices de produccion desde el 2015 la produccién de café ha ido en aumento

por lo que se avizora un futuro promisorio para este cultivo y para los caficultores peruanos.

Pero la historia también narra que el café peruano ha pasado por temporadas dificiles,
siendo los afios 2012 y 2013 los més oscuros: muchos caficultores perdieron sus cultivos y
la produccion nacional cay6 a los niveles mas bajos, y todo a causa de la roya amarilla del
cafeto (Hemileia vastatrix). Ante este problema, se evidenci6 que los caficultores tenian un
manejo técnico limitado y que los cafetos estaban en suelos degradados por lo que no
pudieron resistir a la roya; ya que las plantas que no reciben una nutriciéon balanceada, no

tienen mayor capacidad para defenderse de las enfermedades (Agrios, 2005).

Actualmente, nuestro pais esta creando, adoptando y usando tecnologias orientadas a
contrarrestar los efectos de esta enfermedad del cafeto. Estas innovaciones tecnoldgicas
deben ser usadas desde la etapa de vivero, ya que es un periodo importante para la seleccion
de plantulas y plantones que se estableceran en campo definitivo, porque las infecciones de
Hemileia vastatrix se desarrollan en hojas de todas las edades y no depende del tamafio del

cultivo o variedad (Rayner, 1961).

Una opcion ideal para la produccion de plantones sanos y de calidad, es el uso de hongos
micorrizicos arbusculares ya que las plantas presentan cierta dependencia fisioldgica con las
micorrizas principalmente en sus primeras etapas de desarrollo (Lambers et al., 1998),
ademas, estos hongos tienen efectos positivos en la morfologia de planta, ademas, es un
comprobrado bioprotector de patdgenos tales como Fusarium, Pythium, Phytophthora y

Rhizoctonia (Alarcon, et al., 2004).



Bajo estos términos, el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana - IIAP —
San Martin, juntamente con el PNIA desarrollaron el proyecto ‘“Biofertilizacion y
bioproteccion de plantas clonales de café (Coffea arabica L.) con micorrizas arbusculares

en la Region San Martin”.

En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto bioprotector de tres
consorcios de hongos micorrizicos arbusculares nativos (provenientes de las provincias de
Moyobamba, El Dorado y Huallaga), en plantones de tres variedades de Coffea arabica L.
propagados sexual y asexualmente, frente a Hemileia vastatrix, a nivel de vivero. Ademas,
se evaluo el efecto de los HMA nativos sobre la morfologia de plantas de café, la longitud
del micelio extra radicular y el porcentaje de colonizacion micorrizica de los tres consorcios

de HMA nativos.



CAPITULO 1
REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Antecedentes de la investigacion

Trejo, et al., (2011), investigaron la efectividad de siete consorcios nativos de HMA
aislados de fincas cafetaleras de diferente nivel de tecnologia (bajo, medio y alto), en plantas
de café en condiciones de invernadero y campo, en Veracruz — México. El disefo usado fue
el DCA y tuvo nueve tratamientos (siete consorcios de HMA, un tratamiento fertilizado con
fosforo (800 mg Ca (PO4)* L.;) aplicado en una dosis al momento del trasplante, y un testigo
absoluto sin inoculacion y sin fertilizacion) con 15 y 8 repeticiones. La efectividad de los
HMA fue evaluada con base en la altura de las plantas, comparada con plantas fertilizadas
con Py con el testigo. Esta evaluacion se hizo cada 30 dias a partir de los 90 dias después
de la inoculacion (DDI). A los 130 DDI, se seleccionaron ocho plantas con altura homogénea
de cada tratamiento, para ser llevadas a campo en una finca cafetalera. Los datos fueron
analizados mediante analisis de varianza y prueba de comparacion de medias de Tukey.
Encontraron que, en condiciones de invernadero, los consorcios incrementaron la altura de
las plantas en un 91%, con respecto al testigo absoluto y al testigo fertilizado con fésforo.
Ademas, los efectos benéficos de los consorcios micorrizicos fueron visibles a partir de los
90 DDI, y desde esta fecha hasta los 130 DDI, dos consorcios produjeron significativamente

(P <£0,05) mayor altura de plantas con respecto al resto de los tratamientos.

Rodriguez (2001), realizd la tesis de pregrado en la que evalud el efecto de
biofertilizante Mycoral® (micorriza arbuscular), en el desarrollo del café (Coffea arabica
L.) en vivero en Zamorano, Honduras. Los tratamientos fueron: siembra en almacigo o
bandeja multicedas, en un medio tierra: arena: cascarilla de arroz (2:1:0.25) pasteurizado o
sin pasteurizar; inoculado o sin inocular con Mycoral®, lo que totalizd ocho tratamientos
con cuatro repeticiones de 10 plantas cada una, en un Disefio Completo al Azar. Se tomaron
datos a los 85 dias después de siembra (dds) y ocho meses después de la siembra. A los 85
dds el Mycoral®, sobre todo en la bandeja multicelda, resulté en un aumento significativo
del peso seco de la planta (25-51%), altura de la parte aérea (10-20%) y niimero de raices
secundarias (40-50%), ya que la planta estaba aislada en una celda y tenia més disponibilidad
de nutrientes. La longitud de la raiz pivotante en la siembra en almacigo aument6 35-50%,
la bandeja tuvo la raiz pivotante mas corta que en el almacigo por el menor tamafio de la

celda, incluso el efecto de estos microorganismos no fue significativo. A los ocho meses



aumento la longitud de la raiz pivotante y la altura de la planta en mas del 20%, el grosor
del tallo en 25%, el numero de hojas en 30% y el volumen de raiz en mas del 100%, esto
debido a la buena inoculacion realizada a la siembra y la capacidad de las micorrizas de
proporcionar nutrientes poco disponibles a la planta. En todos los tratamientos el peso fresco

y seco total fueron casi duplicados al usar Mycoral®.

Del Aguila, Vallejos-Torres, Arévalo, Becerra (2018), estudiaron el efecto de la
inoculacion de consorcios micorricicos arbusculares en Coffea arabica L., variedad caturra
en la Region San Martin - Pera. En esta investigacion, tanto el repique como la inoculacion
con HMA se realizaron simultaneamente para reducir el estrés de las plantulas y poner en
contacto directo el indculo con las raices. Las plantulas se inocularon individualmente con
1500 esporas por planta en todos los tratamientos. El ensayo constituy6 de 9 tratamientos
con in6culos y un tratamiento sin indéculo (Control). Se usé un DCA, con 9 tratamientos y
un control, con nivel de significancia de a = 0,05. A los siete (07) meses después de la
siembra e inoculacion de HMA, seis plantas de café por repeticion fueron evaluadas con los
siguientes indices: altura de planta, biomasa seca de la parte aérea y radicular, area foliar
(AF), determinacion del porcentaje de colonizacion micorrizica (se realizd en raices jovenes:
secundarias y terciarias) del café, siguiendo la técnica descrita por Phillips y Hayman (1970)
y modificada por Kormanik et al., (1980) con el método de tincion de raices, y por ultimo
se evalud la estimacion del grado de colonizacion micorricica: Se calculd utilizando la
metodologia de Trouvelot et al., (1986), para ello cada muestra estuvo conformada por 30
fragmentos de raiz tefiida de 1 cm de longitud, colocadas verticalmente en paralelo con una
gota de lactoglicerol en un portaobjetos, luego fueron cubiertas con cubreobjetos. El estudio
ha demostrado que la inoculacién de HMA-N en plantulas de café variedad Caturra, presenta

efectos positivos sobre los diferentes parametros morfoldgicos de la planta.

Mesén y Jiménez (2016), sefialan en el Manuel Técnico de Produccion de Clones de
Café por Miniestacas de Turrialba — Costa Rica - CATIE, que luego de haber cruzado las
plantas con caracteristicas deseables, estas fueron propagadas vegetativamente mediante una
técnica de laboratorio conocida como embriogénesis somatica. Como este proceso resulto
costoso el CATIE opt6 por clonar la progenie F1 a partir de miniestacas. Para la produccion
de clones estos son cosechados aproximadamente una vez al mes y se trasladan al area de
propagacion sumergidos en recipientes con agua mas fungicida. A continuacion, se cortan a

una longitud de unos 5-7 cm, dejando dos entrenudos y podando la mayor parte de las hojas


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-07642018000100137#B21
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-07642018000100137#B25

para reducir el area de transpiracion (2,5 — 3 cm?). Luego se aplica a la base de la estaquilla
un compuesto en polvo que contiene una auxina (AIB) y se inserta en pequefios pellets o
Jiffys desinfectados. Las estaquillas son trasladadas de inmediato a tuneles plasticos
cerrados donde reciben irrigacion periddica por aspersion por un periodo de 30-40 dias, que
es el tiempo requerido para que las estaquillas emitan nuevas raices; en esta area el proceso
de enraizamiento debe estar cerrada con plastico para proteger las estaquillas de la lluvia 'y
el viento, ayudar a mantener una humedad relativa lo mas alta posible (>80%) y una
temperatura alta (30-35°C). Para lograr estas condiciones es necesario disminuir la
luminosidad y la radiacion e implementar un sistema de riego. Cuando hayan aparecido
raices visibles, los plantines pasaran una semana en los tuneles abiertos, luego otra semana
en el invernadero. Finalmente, pasaran al vivero. Una vez en vivero, el manejo de las plantas
clonadas es el mismo que se da a las plantas tradicionales producidas por semilla, y el tiempo
de permanencia en vivero es similar. Los resultados demostraron que estas técnicas se
pueden utilizar en café de manera exitosa, con porcentajes de enraizamiento superiores al

90% y una reduccion muy significativa en tiempo y costos de produccion.

Colmerarez-Betancourt y Pineda (2006), estudiaron la relacion entre micorrizas en
cafeto y la antracnosis por Colletotrichum gloeosporioides penz., en Zaragoza — Venezuela.
En la investigacion utilizaron plantas micorrizadas a dos meses de edad con Scutellospora
pellucida (VN1) y aislamientos nativos de tres lugares: Villanueva (VN2), Chabasquén
(VN3) y Sanare (HMN) del estado de Lara, en tres niveles de fosforo. A los 5 meses se
llevaron a campo e inocularon con conidios de C. gloeosporioides. Encontrandose que el
menor indice de infeccion se obtuvo con los tratamientos VN2 y HMN. Ademas, se
evidencido que el mayor indice de infeccidon se presentd para el tratamiento sin indculo
micorrizico, mientras que los menores indices de infeccion se presentaron para los

tratamientos micorrizados, siendo VN2 el que present6 el menor indice de antracnosis.

1.2.  Coffea arabica L.

1.2.1. Clasificacion taxonomica

Integrated Taxonomic Information System (2017), clasifica al cultivo de café de la
siguiente manera:
Reino Plantae

Division: Tracheophyta



Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Coffea
Especie: Coffea arabica L.

1.2.2. Origen y distribucion
La patria verdadera del café es Etiopia, en el Africa Oriental, exactamente en el
territorio denominado «Kaffa», de cuyo nombre se deriva el café. En la edad media, el
arbusto producia unas semillas aromaticas que los marineros africanos llevaron a la
peninsula de Arabia, pais donde se creo el cultivo del café. Desde Arabia los peregrinos
que se dirigian a la Meca lo llevaron a Europa, donde su consumo tardd bastante en ser

aceptado y en extenderse, tal vez a causa de su color negro.

El primer pais que conquisté el café luego de Arabia fue Egipto, que en el siglo XVI
pertenecia al Imperio Otomano, por lo que no tardo en pasar al Asia Menor, y en 1554 a
Estambul donde se inaugur6 el primer establecimiento publico para su degustacion. No
tardaron en fundarse nuevos sitios publicos para reuniones sociales y politicas alrededor de
una taza de café. Inicialmente, los sultanes trataron de prohibirlo, sin embargo, optaron por
cobrar impuestos.

Fueron los turcos quienes llevaron el café a Europa. Debido al interés por el café, los
holandeses fueron los primeros en hacer grandes plantaciones en Java, para competir con
el monopolio turco-arabe. Luego lo llevaron a la Guayana. Mas tarde Luis XIV envi6 unos
granos para cultivo en Martinica, y fue por donde finalmente ingres6 al continente
americano. Con la revolucion en Haiti, muchos refugiados fueron a Brasil y llevaron
consigo el café, para convertir a este pais en el primer productor mundial. En Colombia se
plantaron las primeras semillas en 1732, a cargo de misioneros Jesuitas espafioles. (Peysson

R.S., 2001 [citado por Echevarri D., et al., 2005])
1.2.3. Caracteristicas botanicas

Alvarado y Rojas (2007), describen a la planta de café de la siguiente manera:
A) Raices o sistema radicular: Las clases de raices que tiene el cafeto son: pivotante,
axilares o de sostén, laterales y raicillas. Su longitud maxima en una planta adulta es de

50 a 60 cm. Las raices axilares o de sostén y las laterales se originan a partir de la



pivotante; de las laterales generalmente se desarrollan las raicillas que, en un alto
porcentaje (80-90%), se encuentran en los primeros 30 cm del suelo con un radio de 2 a
2,5 m a partir de la base del tronco. Las raicillas son muy importantes porque le permiten

a la planta la absorcion de agua y nutrimentos a partir del suelo.

B) Tallo: Es lefioso, recto y de longitud variable de acuerdo con el clima y tipo de suelo;
en las variedades comerciales varia entre 2 m y 5 m de altura. En una planta adulta la
parte inferior es cilindrica, mientras que la parte superior (apice) es cuadrangular y verde

con esquinas redondas.

C) Ramas: Estas son opuestas y alternas, y dan origen a las ramas secundarias; a su vez,
pueden originar ramificaciones terciarias o palmilla. Las ramas laterales tienen un punto
apical de crecimiento que va formando nuevas hojas y entrenudos. El nimero de estos
puede variar de un afio a otro y, consecuentemente, las axilas que se forman dan origen

al nimero de flores y por ende a los frutos.

D) Hojas: La lamina de la hoja mide de 12 a 24 cm de largo por 5 a 12,5 cm de ancho,
variando de eliptica a lanceolada. El tamafo de la hoja no sélo varia entre especies y
cultivares, sino también de acuerdo con las condiciones de sombra o plena exposicion del

sol a que esté sometida.

E) Flores: En las axilas de las hojas se presentan las yemas florales de 1 a 3 ejes, los
que se dividen en 2 o 6 ramificaciones cortas de 2 a 4 mm coronando cada una en una
flor la cual estd formada por el céliz, la corola, estambres y pistilo. El céliz es poco
desarrollado y se encuentra asentado en la base de la flor. La corola es un tubo largo, de
forma cilindrica en la base que termina en cinco pétalos y mide de 6 a 12 mm. Cuando el
botdn floral no se ha abierto es de color verde y conforme se va abriendo adquiere el color
blanco. Los estambres son cinco y se encuentran insertos en el tubo de la corola,
alternando con los pétalos. Son filamentos finos y sostienen anteras largas, las cuales se
abren longitudinalmente cuando estan maduras para liberar el polen. Las flores poseen

un ovario supero con dos évulos formando asi el gineceo.



F) Fruto: El fruto es de superficie lisa, brillante y de pulpa delgada. Esta constituido por
tres partes diferentes: el epicarpio o epidermis, el mesocarpio o pulpa y el endospermo o

semilla. Cuando madura puede ser de color rojo o amarillo, dependiendo del cultivar.

1.2.4. Variedades del café arabico

A) Caturra, es originario de Minas Gerais, Brasil. Se le considera una mutacion de la
variedad Bourbon y se caracteriza por su tamafio reducido, de entrenudos cortos tanto en
el tallo como en las ramas. Su porte pequefio favorece altos rendimientos por unidad de
superficie bajo un manejo intensivo, (Alvarado y Rojas, 2007). Asi mismo, MINAG — Perti
(2003), senala que Caturra se adapta muy bien a diversas zonas del pais, pero no soporta
condiciones adversas. Ademas, requiere de un excelente manejo, y responde muy bien a
la fertilizacion y adecuadas practicas culturales; sin embargo, se deteriora muy

rapidamente cuando no se fertiliza ni se controla la maleza en forma adecuada.

B) Pache, es una mutacion de Typica. Tiene porte bajo, buena ramificacién secundaria,
entrenudos cortos y abundante follaje y termina en una copa bastante plana o "Pache".
(ANACAFE, 2011). MINAG - Pert1 (2003), menciona que la variedad Pache tiene brotes
que terminan en color pardo — violaceo semejante a los del Typica, y que ademas esta

variedad obtiene buenos rendimientos en alturas medias.

C) Nacional y/o Typica (Arabigo o Criollo), se introdujo en América a principios del siglo
XVII. Esta variedad, si su crecimiento se deja libre, puede alcanzar mas de cuatro metros
de altura. Sus entrenudos son muy largos. Las hojas nuevas son de color bronceado. Las
hojas maduras son angostas, comparadas son las de otras variedades. El fruto es alargado,
de buen tamafio y de magnifico rendimiento cereza oro. Como posee un sistema radical
poco profuso, tiende a sufrir deficiencias nutricionales, por ejemplo, de Boro, Calcio,
Magnesio, etc, (Alvarado y Rojas, 2007). Ademas, Moreno (2002), menciona que esta
variedad produce una excelente calidad de taza, pero es altamente susceptible a la roya 'y

que posee granos de tamafo grande, pero su produccion es relativamente baja.

1.2.5. Condiciones de clima y suelo

Varese y Rojas (2012), detallan las condiciones agroecoldgicas del café:



A) Temperatura: Lo 6ptimo es un rango entre 18 a 22° C, con extremos de 16 a 24°C
(maximo 32°C durante el dia y un minimo de 7°C). Temperaturas altas y prolongadas
durante el dia aumentan el contenido de azucares en el café. Los cafés arabicos de altura
que se desarrollan en temperaturas mas bajas que las Robustas, maduran en forma lenta,
favorecen la calidad en taza. Cambios bruscos de temperatura, como las heladas,

producen granos escarchados o quemados, hasta secar las plantas.

B) Precipitacion: Se requiere de 1 500 a 2 100 mm anuales bien distribuidas durante el
periodo de produccion, para satisfacer las necesidades de agua en las etapas de floracion,
llenado de grano y cosecha. Por ejemplo, la presencia de lluvias después del periodo seco,
la baja de la temperatura o neblina intensa al final de este periodo, favorecen la formacion
y el 10 desarrollo de la flor. El exceso de lluvias en la época de la polinizacién puede
reducir el cuajado de los frutos en forma considerable. La época seca no debe durar mas

de 3 a 4 meses y deberia coincidir con la cosecha.

C) Humedad Relativa: La humedad relativa ideal para el desarrollo del café varia entre
70% — 95%, dependiendo del cambio de la temperatura y de las lluvias: durante el dia,
cuando no llueve, la humedad del aire varia entre 40% — 60%; y durante la noche, varia

entre 90% — 100%.

D) Luz y sombra: El café requiere entre 1 600 a 2 000 horas de sol por afio. A mayor
altitud, mas nubes, menos luz. A menor altitud, menos nubes, mas luz. La neblina natural
y la cobertura de nubes proveen un balance sobre horas de luz y sombra. Los arboles para
sombra en los cafetales protegen los cafetos de la directa exposicion al sol y del viento.
Reducen la incidencia de los rayos solares en el suelo, proveen un ambiente climatico

mas estable y temperaturas constantes entre el dia y la noche.

E) Altitud: En cuanto al relieve y fisiografia, las zonas cafetaleras presentan
caracteristicas muy particulares, con pendientes que van desde 30% a mas de 80%,
presentando paisajes con colinas que fluctian entre 500 y 2 600 msnm. El café crece en
un rango de altitud desde 300 a 2 400 msnm. Los mejores cafés se producen entre los 1
200 a 1 800 msnm (zona media y alta), dependiendo de la region (tropico o subtropico).

A mayor altura, menor temperatura y menor luminosidad, se obtiene mejor calidad.
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F) Suelo: Son preferibles los suelos profundos de color oscuro derivados de ceniza
volcanica. En un pH entre 4,5 a 6,5 el sistema radicular se desarrolla en forma normal,

siempre y cuando la textura y estructura sean adecuadas.

1.2.6. Dos formas de propagacion del café

A) Propagaciéon sexual: En la naturaleza, el café se reproduce por semillas (Coste,
1968). En Coffea arabica L., después de un proceso de seleccion relativamente largo,
unos veinte afios como minimo, las variedades comerciales son propagadas por semillas;
esta seleccion permite obtener una variedad generalmente estable y homocigoética para
los caracteres buscados (Etienne, Barry- Etienne, Vasquéz y Berthouly 1999). Las

ventajas y desventajas de la propagacion sexual se detallan en la Tabla 1.

B) Propagacion asexual (clonal): Para multiplicar cultivos con buenas cualidades
agrondmicas, se han utilizado métodos de multiplicacién vegetativa, que permiten la
multiplicacion idéntica o clonacion del material a gran escala (Etienne et al., 1999;
Solano, 2001). La progenie de una planta reproducida asexualmente es genéticamente
igual a esta y constituye un clon (Sevilla; Holle, 2004), ademas constituye la propagacion
indefinida de un Uinico genotipo, permite explotar todos los efectos genéticos, fijacion de
la heterosis y uniformidad. La multiplicacién vegetativa juega un papel importante en
especies perennes como el café, el cual puede ser propagado vegetativamente por medio

de estacas o injerto (Coste, 1968; Solano, 2001).

La reproduccion por estacas es una practica horticola muy empleada en Coffea canephora
L., especie alogama, debido a la imposibilidad de reproduccion uniforme por via sexual
(Solano, 2001). En la multiplicacidon vegetativa del café por estacas, se pueden utilizar
solamente tallos ortotropicos, esto debido al dimorfismo vegetativo. Si se llegara a
utilizar estacas plagiotropicos se obtendria un cafeto de porte rastrero y compacto, sin
interés practico (Coste, 1968; Leon, 2000). Las ventajas y desventajas de esta

propagacion se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1

Ventajas y desventajas de la produccion sexual y asexual en las plantas.

Tipo de. . Ventajas Desventajas
Reproduccion
- Incrementa la diversidad en - Disminuye la diversidad en
plantas al6gamas. plantas autdgamas (sin no se
- Répida multiplicacion de realizan cruces artificiales).
Sexual materiales estables en - Muchas generaciones
autdgamas. necesarias para obtener un
- Introduccion de material estable.
caracteristicas deseables.
- Reproduce exactamente la - Disminucion en diversidad
misma planta originaria. presiona pérdida de resistencia
- Permite la generacion de biotica (hacia insectos, hongos,
Asexual lineas en plantas aldgamas. nematodos, etc.).

- Dificultad para multiplicar
masivamente bajo técnicas
convencionales.

Fuente: Icafe — Instituto de café de Costa Rica (2009).

1.2.7. Region San Martin — Peru, zona cafetalera

El café llega al Perti en 1742 desde Ecuador, siendo los jesuitas quienes difundieron
las técnicas de siembra cerca al rio Cumbaza en el departamento de San Martin, cultivando
el café arabigo (Cahuapaza, 2016). Segin Hoyos (2013), estas zonas se encuentran entre

altitudes de 600 a 1 800 m.s.n.m.m.

La region San Martin ocupa el segundo lugar en la produccion nacional de café con,
aproximadamente, 94 000 hectareas. Gracias al desarrollo de las diferentes calidades de
café en la region, lo que permite su comercializacion y consumo en los mas exigentes e
importantes mercados internacionales y en el mercado nacional, 57 000 familias de esta

region pueden asegurar su sustento (MINAGRI, 2016).
1.3. Hemileia vastatrix, (roya del cafeto)

La roya del cafeto, enfermedad causada por el patégeno Hemileia vastatrix (Berk et Br.),
es un hongo que pertenece a la familia Puccineaceae, orden Uredinales, clase
Basidiomycetes. Todos los hongos pertenecientes a este orden, son parasitos obligados,
desarrollados tinicamente en tejido vivo de su planta hospedera, en este caso las hojas del

cafeto. Se caracteriza por producir manchas color amarillo palido en la parte superior de las
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hojas y que contienen un polvillo de color anaranjado por debajo de éstas. Las esporas se
liberan y se propagan por el aire.

La presencia de multiples razas de la roya, en cada uno de los paises productores de café
en el mundo, es una realidad bien establecida (Carvalho et al., 1987). Los cambios en la
virulencia del patdgeno se han reflejado en la aparicion de nuevos aislamientos capaces de

infectar materiales que en un principio eran resistentes (Alvarado y Moreno, 2005).

1.3.1. Ciclo de vida de la roya

El Centro de Investigaciones en Café¢ — CICAFE, Costa Rica (2013), grafica los
sintomas de la roya en hojas de café: Progreso de los sintomas causados por Hemileia
vastatrix, en el proceso de infeccion de la Roya en las hojas de los cafetos, Figura 1.

Progreso de infeccion de Hemileia vastatrix en dias

)-24—}27—)30

Mancha
traslicida

1
| Luego de transcurrido el 90 % del tiempo, surgen los primeros signos
I

>

Figura 1. Proceso de infeccion de la roya. CICAFE (2013).

Agrios, (2005) menciona que mientras el ciclo de vida del hongo cubre 30 dias,
transcurrido el 75% de este tiempo (24 dias), se inicia la formacién de manchas de color
amarillo palido traslucidas; los signos tipicos de la enfermedad son las esporas de color
anaranjado, que se hacen visibles a partir del dia 27 del ciclo, cuando ha transcurrido el
90% del tiempo; la produccidn se mantiene activa mientras la hoja permanezca adherida

a la planta, lo cual puede prolongarse por varios meses.

El ciclo de vida del hongo inicia con el proceso de liberacion y deposicion de la
espora en la hoja de café, la espora germina y se inicia el proceso de infeccion. En la
tercera etapa se presentan los sintomas de la enfermedad, (manchas de color amarillo
palido en el envés de las hojas), y con el tiempo, aumentan de tamafio y se unen formando
las caracteristicas manchas amarillas o anaranjadas con polvo fino amarillo que produce

las nuevas esporas del hongo (Avelino y Rivas, 2013).
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1.3.2. Efecto de 1a roya en plantas de café

El CICAFE, Costa Rica (2013), sefiala que inicialmente, los sintomas de la roya se
manifiestan con la aparicion de pequenas lesiones o manchas redondas, color amarillo
palido, de 1 a 3 milimetros de didmetro, esta mancha es traslucida, si se examina contra
la luz y se asemejan a manchas de aceite. Gradualmente esta mancha aumenta de tamaio
al iniciarse la esporulacion (formacion de esporas por el envés de la hoja) y puede
alcanzar los 2 cm de diametro, se torna de color naranja y la superficie se vuelve polvosa.
En este estado de desarrollo, si la lesion se toca con el dedo, las esporas se adhieren a él.

Cuando estas son abundantes se desprenden facilmente formando una ligera nube
color naranja. Si existen muchas lesiones o manchas, estas crecen hasta unirse unas con
otras cubriendo toda la hoja y provocando su caida.

Cuando las manchas de la roya envejecen, el polvo anaranjado se toma de un color
naranja palido y posteriormente en el centro de la lesion amarilla surge una mancha de
color café marrén o negro de apariencia seca, que crece hasta cubrir toda la superficie de
la lesion y donde no se producen esporas. También es posible observar alrededor de la
mancha marrdn, en muchas ocasiones un borde de color amarillo, donde se produciran
esporas de la roya, si existen las condiciones de clima favorables para la esporulacion y

en ataques severos, el cafeto pierde gran parte del follaje, reduciendo la produccion.

1.3.3. Escala de severidad de la roya del cafeto, SENASA (2013)

En la Figura 2, se detalla la escala de severidad de roya establecida por el SENASA.

Grado Descripcion
0 Sano sin sintomas
1 1-5 % de area afectada
2 6-20 % de area afectada
3 21-50 % de area afectada
4 > 50 % de area afectada

(Sana) {1-5%) (6-20%) (21-50%) (=50%¢)
Figura 2. Escala de severidad de la roya del cafeto. SENASA (2013).
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1.3.4. Infeccion natural de roya en plantas de café

En el proyecto “Biofertilizacién y bioproteccion de plantas clonales de café (Coffea
arabica L.) con micorrizas arbusculares en la Region San Martin” del IIAP — San Martin
se realiz6 un ensayo de inoculacion artificial de roya, en el que colectaron hojas de café
con sintomatologia de roya, con ello se prepar6 una suspension en agua y se aplicé con
un aspersor, sin obtener los resultados esperados. (Saboya, A., 2018- version oral). Asi
mismo, Saboya A. (2018), menciona en su tesis de pregrado que las plantas testigo
(cubiertas con plastico y no inoculadas con roya), tuvieron una inoculacion natural. De
igual forma, Iliquin I. (2018), indica en su tesis de pregrado que se evidenci6 que las
plantas de café establecidas en campo definitivo se infectaron de roya de manera natural,

por lo cual no fue necesario inocular esporas del patogeno.

1.4. Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)

1.4.1. Generalidades

Las micorrizas son tan antiguas como las propias plantas y se conoce su existencia
desde hace mas de 400 millones de afios (Remy, Taylor, Hass y Kerp, 1994); estimandose
que aproximadamente el 95% de las especies vegetales conocidas establecen de forma
natural y constante este tipo de simbiosis con hongos del suelo (Corwell, Bedford y
Chapin, 2001).

Rey, Chamorro y Ramirez, (2005) mencionan que, aunque la importancia de la
simbiosis planta-hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) es reconocida
a nivel mundial, existen algunos aspectos sobre la estructura y funcion de las

comunidades en agroecosistemas tropicales que no han sido estudiados.

1.4.2. Ventajas de las micorrizas en los agroecosistemas
En los ecosistemas y agroecosistemas, los HMA, son de gran importancia debido a
que mediante la simbiosis las plantas pueden obtener nutrientes minerales del suelo,
mejorar su tolerancia a estreses biodticos y abioticos, reducir competencia entre plantas
mediante la transferencia de carbono a través de la red de hifas extra radical (Simard y
Durall, 2004)
La fisiologia de la planta micorrizada cambia completamente cuando se asocia al hongo.
Mediante el micelio externo, el contacto entre las raices y el medio se incrementa

considerablemente. La inoculacion con hongos formadores de micorrizas es conocida por
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incrementar el crecimiento de muchas especies de plantas. Es atribuido un incremento en
la toma de nutrientes, especialmente los de difusion limitada tales como: P, Zn, Cu, etc.;
produccion de sustancias promotoras de crecimientos, tolerancia a estrés hidricos;
salinidad, estrés por trasplante; resistencia a plantas por fitopatogenos e interaccion

sinérgica con otros microorganismos benéficos del suelo (Azcon y Barea, 1996).

Rajan, Reddy y Bagyaraj, (2000), sefialan que las plantas micorrizadas crecen mejor
que las no micorrizadas en suelos infértiles, por producir un incremento en la nutricion
mineral a través de las hifas, quienes ayudan a explorar un mayor volumen de suelo que
los pelos radiculares de las mismas plantas. Bian, Hu, Li y Zhang, (2001), sefialan que el
incremento en la nutricion mineral aumenta los contenidos de clorofilas y como

consecuencia una alta tasa fotosintética.

1.4.3. Tipos de micorrizas

Existe una gran diversidad en la morfologia y fisiologia de las asociaciones micorrizicas,
existen tres tipos de asociaciones micorrizicas:

- Las ectomicorrizas: el hongo se desarrolla en los espacios intercelulares de la corteza
radical, no penetran dentro de las células, sino que forman la llamada red de Hartig.
Penetran a la endodermis de la raiz y se aprecian la tipica capa o manto de hifas que tejen
alrededor de las raices que colonizan. (Rivera, 2003).

- Las ectendomicorrizas: esta asociaciéon se da en aproximadamente el 3% de las
especies vegetales, ocurren penetraciones intracelulares. (Pérez, et al., 2016).

- Las endomicorrizas: no son detectadas visiblemente, forman una red externa de hifas
menos profusa que la anterior se propagan a través de las raices y penetran al interior de

las células corticales sin llegar a colonizar la endodermis. Rivera (2003).

1.4.4. Clasificacion taxonomica

En la Tabla 2 se menciona la Clasificacion taxondémica de los hongos micorrizicos

arbusculares (HMA), segiin Schiibler, Schwarzitt y Walker, (2001):
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Tabla 2
Clasificacion de los hongos micorrizicos arbusculares
Reino: Fungi

Phylum Glomeromycota
Clase Glomeromycetes

Orden (4) Familia (14) Género 24 (N° especies: 235)

Glomus sensu stricto (1), Glomus sensu

Glomeraceac lato (79), Funneliformis (11), Rhizophagus

Glomales (10), Sclerocystis (11), Septoglomus
glomus
Claroideoglomeraceaes Claroideoglomus (7)
Gigasporaceae Gigaspora (8)
Scutellosporaceae Scutellospora (26)
Racocetraceae Racocetra (11), Centraspora (5)
‘ . Dentiscutataceae Dentiscytata (8), Fuscutata (4),

Diversisporales Quatunica(l)

Acaulosporaceae Acaulospora (37)

Entrophosporaceae Entrophospora (3), Kluklospora (2)
Diversispora (4), Otospora (1),

Diversisporaceae Redeckera(l)
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus (3)
Geosiphonaceae Geosiphon (1)
Archaeosporales Ambisporaceae Ambispora (9)
Archaeosporaceae Archaeospora (1), Intraspora (1)

1.4.5. Estructuras de los hongos micorrizicos arbusculares.

A) Esporas: Las esporas son la forma de conservacion de los HMA en la naturaleza, y
aunque el ciclo de vida de los HMA se puede iniciar de otros propagulos como redes de
micelio y fragmentos de raices colonizadas, las esporas son mas resistentes a las
condiciones medioambientales y pueden entrar en latencia, mediante el engrosamiento

de su pared, si éstas son desfavorables. (Giovannetti y Gianinazzi, 1994).

Segun Brundrett, (1991), en su mayoria son de forma esférica, pero algunas especies
tienen esporas ovaladas u oblongas; de ellas se desprende una hifa de sustentacion que
en conjunto dan la apariencia de un globo con su hilo colgando. Las esporas son de
diferentes colores: blancas, amarillas, pardas, etc. y su tamafio puede variar de 20 a 50
pum, y en las mas grandes de 200 a 1 000 um. Son multinucleadas, contienen gotas de
lipidos y otros contenidos los cuales varian en color y al romperse la espora en una lamina
porta objetos se observa su arreglo en gotas pequefias o grandes, lo cual puede ser una

ayuda en la identificacion del hongo. Las paredes de las esporas estan formadas por una
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o mas ldminas, que varian en grosor, estructura, apariencia y tincidon a reactivos,

caracteristicas que también ayudan al taxénomo a identificar la especie. (Reyes, 2011).

B) Micelio extra radical: Como ya se mencion6 anteriormente, de las esporas emerge
un filamento denominado hifa, y al conjunto de ellas se le conoce con el nombre de
micelio, mediante el cual el hongo coloniza a su planta hospedadora. Durante el
establecimiento de la simbiosis MA, el hongo coloniza la corteza de la raiz, y también
desarrolla un extenso micelio externo que simula un sistema radical complementario y
altamente efectivo, ayuda a la planta a adquirir nutrientes minerales y agua del suelo. A
su vez, la planta hospedadora le proporciona al hongo fuentes de carbono procedentes de

la fotosintesis y un nicho ecologico protegido. (Smith y Read, 2008).

C) Arbusculos: Franken, et al, (2007), menciona que los arbusculos son hifas
modificadas y se consideran la estructura central de la simbiosis micorrizica arbuscular,
pues juegan un papel crucial en las principales funciones de la interaccion, el
mejoramiento de la nutricion de la planta y el biocontrol de patdgenos del suelo.

Normalmente los arbtsculos tienen un tiempo de vida corto, de 4 a 10 dias, después de
los cuales se degeneran y son digeridos por la célula hospedadora que vuelve a recuperar

su apariencia y su funcidén normal. (Alexander et al., 1988).

D) Vesiculas: Smith y Read (2008), indican que, al mismo tiempo o poco después de
que se formen los arbusculos, algunas especies de HMA forman vesiculas intra y/o
intercelulares. Las vesiculas, son estructuras de forma diversa segun la especie
(redondeadas, ovoides, etc.) y de paredes finas que se producen por el hinchamiento
terminal de las hifas. Estas estructuras almacenan gran cantidad de lipidos y actian como

organo de reserva del hongo en situaciones de estrés, como es la falta de carbohidratos.

1.4.6.Proceso de colonizacion de los HMA en las raices

Franco (2008), menciona que existen tres etapas en el proceso de colonizacion de los
hongos micorrizicos en la raiz de una planta:
A) Primera etapa. Se produce la diferenciacion de la espora, propagacion del hongo e
identificacion mutua entre la planta y el hongo, y viceversa, en la rizosfera, o en regiones
proximas a los pelos radicales. Este reconocimiento lo facilitan, al parecer, sustancias
exudadas o emitidas por la raiz, que provocan el crecimiento del micelio y un biotropismo

positivo del mismo hacia la raiz.
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B) Segunda etapa. Consiste en el acercamiento y acoplamiento progresivo y gradual
del micelio y la raicilla produciéndose el contacto intercelular, al formarse una estructura

que adhiere a ambos especimenes.

C) Tercera etapa. Se realiza la colonizacion, produciéndose cambios morfologicos y
estructurales tanto en los tejidos colonizados por el hongo, como en la organizacion de la
pared celular de la raiz. Posteriormente se produce la integracion fisiologica de ambos
simbiontes (hongo-raiz), y por ultimo se produce una alteracion de las actividades
enzimdticas, que se coordinan entre los simbiontes para integrar sus procesos

metabolicos.

Este proceso de asociacion para formar micorrizas, provoca alteraciones morfologicas y
anatomicas en las plantas colonizadas tales como: cambios en la relacion tallo-raiz, en la
estructura de los tejidos radicales, en el numero de cloroplastos, aumento de la
lignificacion, alteracion de los balances hormonales, etc. Efectos que no son so6lo
explicables, como una simple mejora nutritiva de la planta, debido al aumento de eficacia
en la absorcion de nutrientes por la raiz, gracias a la formacion de la micorriza, sino que,
responde a cambios metabolicos mas profundos y complejos, debidos a la integracion
fisioldgica de los simbiontes. Luego de haberse formado la micorriza, el hongo empieza
a colonizar el interior de su hospedante formando hifas intraradicales, arbtsculos y

vesiculas (Trouvelot, Kough, & Gianinazzi-Pearson, 1986).

La estimacion del porcentaje de colonizacidon micorrizica, se realiza segmentando cada
raiz y asignandole un porcentaje de colonizacion, segin los valores propuestos por

Trouvelot et al., 1986. En la Figura 3 se observa la escala de colonizacion.

-
kj_ll/l_-h
S

0 1 2 3 4 5

0% =1% <10% <50% =50% =35%

Figura 3. Porcentaje de colonizacion micorrizica en segmentos de raiz, propuesto por Trouvelot et al.,

(1986).
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1.4.7.Factores que influyen en la colonizacion micorrizica

A) Factores ambientales

- Luz. Al aumentar la intensidad luminosa el aumento de micorrizas es proporcional
al numero de raices secundarias y terciarias posiblemente por un aumento en la
disponibilidad de nutrientes, principalmente carbohidratos libres en las raices (Hermand
et al., 2002).

- pH. Altos valores de micorrizacion (50% a 84%) estan asociados a bajos valores de
pH (3,5 a 4,2). Asimismo, a nivel general se reportan niveles de tolerancia de distintos
géneros a valores de pH entre 3 y 9 (Escobar et al., 1998). Barea y Jeffries (1995),
argumentan que las micorrizas arbusculares tienen amplia adaptacion a condiciones de
pH (éstas se han encontrado en suelos con pH desde 2,7 a 9,2). Se han encontrado
diferentes especies y ecotipos en cuanto a su capacidad para colonizar un hospedero en
funcion del pH (Pena-Vanegas et al., 2006).

- Temperatura. La temperatura tiene una accion directa sobre el porcentaje de
crecimiento radical y sobre la produccioén de nuevas raices. La temperatura Optima para
el crecimiento de las micorrizas varia entre 17 y 27°C. (Hermand et al., 2002).

- Aguay Aireacion. Las formaciones micorrizicas estan influenciadas por la humedad
del suelo y por la aireacion. Se presume que el crecimiento del micelio decrece a una baja
concentracion de oxigeno debido a que la mayoria de estos hongos micorrizicos son
aerdbicos. En efecto, la formacion micorrizica se inhibe en suelos arcillosos debido a la
dificultad de las raices para penetrar en este, asi como también por una pobre aireacion

(Hermand et al., 2002).

B) Otros factores

La estructura y funcién de comunidades de micorrizas también puede variar con la edad
de la planta, especialmente en especies perennes o semiperennes, y se ha encontrado,
empleando métodos moleculares de evaluacion, que los HMA dominantes en plantulas
recién germinadas de especies forestales tropicales eran reemplazadas por otros tipos de
HMA al realizar evaluaciones un afio mas tarde, més atn, plantas de diferentes edades en
un mismo sitio, presentaban diferentes comunidades de HMA asociadas a ellas (Husband,
Herre, y Young, 2002).

Garbaye, (1994), indica que otros factores que pueden afectar positiva o negativamente

la estructura y diversidad de comunidades de HMA son las poblaciones de otros
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microorganismos de suelo. Ademas, las practicas agricolas como la tala de bosques,
fuego, fertilizacion y labranza (Jansa et al., 2003).

Estudios han mostrado que el déficit de humedad (-1,5 a -2,0 MPa) no afecta ni la
colonizacién ni la toma de fosforo inorganico por HMA, aunque algunos estudios
encontraron reduccion en produccion de esporas de Acaulospora y Glomus en maiz y
sorgo (Ming y Hui, 1999; Simpson y Daft, 1990 [citado por Pérez, Rojas, Montes y
Donicer, 2011)].

1.4.8. HMA en el control de enfermedades en plantas

El efecto exitoso de los hongos micorrizicos, particularmente los HMA, ha sido
comprobado en diversos cultivos y contra varios patdgenos, incluyendo hongos,
bacterias y nematodos. Por ejemplo, varias especies de HMA del género Glomus
inoculadas en el almacigo, son capaces de suprimir el ataque combinado (Fusarium,
Pythium, Phytophthora y Rhizoctonia), el nematodo del género Meloidogyne y algunas
bacterias del género Pseudomonas (Alarcon, et al., 2004). Asi mismo Khalil-Gardezi,
et al., (2001) sefialan que la utilizacion de la micorriza arbuscular favorece el control
biologico ocasionado por Fusarium oxysporum f. sp. gladioli cuando se producen
gladiolas en suelos contaminados por este fitopatdogeno, que causa grandes dafios, tanto

en la produccién de flor como en la obtencion de bulbo.

1.5. Definicion de términos basicos

Bioproteccion: Referido a la proteccion originada por algin organismo vivo, frente a

patogenos de huésped.

HMA: Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos rizosféricos

simbidticos de mas del 80 % de las plantas (Smith y Read 1997).

Micelio: Estos filamentos vegetativos de los hongos son denominados hifas y el conjunto

de hifas se llama micelio (Popoff O., 2007)

Clon: Es la progenie de una planta reproducida asexualmente, por lo cual es genéticamente

igual a esta (Sevilla; Holle, 2004).



CAPITULO I
MATERIAL Y METODOS

2.1. Metodologia de investigacion

2.1.1. Tipo de investigacion

La investigacion pertenece al tipo Experimental — Explicativa, porque mediante esta
investigacion se explica el efecto bioprotector de los consorcios de hongos micorrizicos
arbusculares en plantas de Coffea arabica L. ante el ataque de la roya (Hemileia
vastatrix), y ademas el efecto sobre las caracteristicas morfologicas de las plantas de

café.

2.1.2. Poblacion
Plantones de café de las variedades caturra, pache y nacional y/o tipica propagadas
sexual y asexualmente. Ademas, tres consorcios de hongos micorrizicos arbusculares

provenientes de las provincias de Moyobamba, El Dorado y Huallaga.

2.1.3. Muestra

Plantones de café de las variedades caturra, pache y nacional y/o tipica propagadas
sexual y asexualmente inoculadas con esporas los consorcios de hongos micorrizicos
arbusculares, provenientes de las provincias de Moyobamba, El Dorado y Huallaga

segun sea el tratamiento.

2.1.4. Ubicacion y caracterizacion del area de estudio

El trabajo de investigacion fue llevado a cabo bajo condiciones de vivero en el Centro
Poblado de Chirapa, distrito de Rumisapa, provincia de Lamas y region de San Martin,
y posteriormente se realizaron analisis en el Laboratorio de Micorrizas del Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana - IIAP. El vivero estuvo ubicado a una altitud
de 890 m.s.n.m.m., con coordenadas 18M 0338371 y UIT 9290802, en la propiedad del
Sr. Marcelino Tapullima con D.N.I. 01070353 caficultor de la zona. La ubicacion del
vivero en Chirapa se muestra en la Figura 4 y los ambientes de laboratorio del IIAP en

la Figura 5.
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Figura 4. Ubicacion del vivero en el que se
instalé la investigacion, Centro Poblado de

Chirapa, Rumisapa — Lamas.

Figura 5. A) Laboratorio de Micorrizas del IIAP — San Marin. B) Invernadero del IIAP —San Martin.

La investigacion estuvo bajo la supervision de las siguientes personas: Ing. Eybis
José Flores Garcia (UNSM - T), Dr. Luis A. Arévalo Lopez (IIAP), el Ing. Geomar
Vallejos Torres (ITAP) y el Ing. Decny Omar Chinchay Rubio (IIAP).

2.1.5. Disefio experimental
El disefio experimental usado fue el Disefio Completamente al Azar (DCA) con
arreglo factorial de 3A x 2B x 4C, de los cuales el factor A: variedades de café, factor

B: métodos de propagacion y el factor C: consorcios de HMA.

Factor A: Variedades de café
A= variedad caturra
Ar= variedad pache

Asz= variedad nacional y/o typica



23

Factor B: Métodos de propagacion
Bi= sexual

B,= asexual

Factor C: Consorcios de HMA nativos

Ci=sin inoculacion de consorcios de HMA

C>= inoculacion del consorcio de HMA de la provincia de Moyobamba
Cs = inoculacion del consorcio de HMA de la provincia de El Dorado

C4=1noculacién del consorcio de HMA de la provincia de Huallaga

La interaccion de los factores resulto en 24 tratamientos (Tabla 3), con 3 repeticiones
de 3 plantas c/u es decir 9 plantas por tratamiento, lo que hace un total de 216 plantas

(108 plantas propagadas sexualmente y 108 asexualmente).

Antes de realizar el ANVA (Tabla 4), los datos fueron sometidos a la evaluacion del
supuesto de normalidad, de acuerdo con la regla de Shapiro - Wilk (Diz, 2008) y de
Levene (Font, 2007), para el supuesto de homogeneidad de varianza, cumpliendo ambos
supuestos. Para el andlisis de varianza se transformaron los siguientes datos: nimero
hojas, nimero de ramas fueron transformados a Vx (Diaz, 1991), y para las variables
expresadas en porcentaje (%) tales como intensidad micorrizica, frecuencia micorrizica,
incidencia y severidad de roya amarilla (Hemileia vastatrix), fueron transformados al
arcsen V% (Box y Hunter, 1978). Para el analisis de varianza se us6 un nivel de p < 0,05
probabilidad de error para determinar la naturaleza y confiabilidad de las diferencias

entre tratamientos (Padron, 1996).

Por ultimo, los datos fueron sometidos a la prueba de Tukey con un nivel de
significancia de p<0,05. Para el analisis de datos se utiliz6 el programa estadistico SPSS
Statistics 22, posteriormente se utilizaron los valores promedios originales para su

interpretacion. En la Tabla 3 se describen los 24 tratamientos y en la Tabla 4 el ANVA.



Tabla 3

Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Variedad Método de Consorcio  N°de
Propagacion de HMA  plantas
T Caturra Sexual Sin HMA 9
T Caturra Sexual Moyobamba 9
T3 Caturra Sexual El Dorado 9
Ta Caturra Sexual Huallaga 9
Ts Pache Sexual Sin HMA 9
Te Pache Sexual Moyobamba 9
T7 Pache Sexual El Dorado 9
Tsg Pache Sexual Huallaga 9
Ty Nacional Sexual Sin HMA 9
Tio Nacional Sexual Moyobamba 9
Tu Nacional Sexual El Dorado 9
T2 Nacional Sexual Huallaga 9
Ti3 Caturra Asexual Sin HMA 9
T4 Caturra Asexual Moyobamba 9
Tis Caturra Asexual El Dorado 9
Tie Caturra Asexual Huallaga 9
Ti7 Pache Asexual Sin HMA 9
Tisg Pache Asexual Moyobamba 9
Tio Pache Asexual El Dorado 9
Tao Pache Asexual Huallaga 9
Tai Nacional Asexual Sin HMA 9
T2 Nacional Asexual Moyobamba 9
Ty Nacional Asexual El Dorado 9
Ta Nacional Asexual Huallaga 9

Tabla 4

ANVA para los tres factores y respectivos grados de libertad

ABC
ERROR
TOTAL

GL
a-1=2
b-1=1
c-1=3

(a-1)(b-1)=2
(a-1)(c-1)=6
(b-1)(c-1)=3

(a-1)(b-1)(c-1)=6
abc (n-1)=192

abcn -1=215

24
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2.2. Fases de instalacion del experimento
2.2.1. Fase de campo e invernadero

A. Obtencion de semillas botanicas y plantulas de café (propagacion sexual)

Se identificaron y cosecharon frutos maduros de café de las variedades caturra, pache
y nacional en campo, especificamente en zonas del Centro Poblado de Chirapa,
Aviacion y lugares aledafios en la provincia de Lamas, Region San Martin.
Posteriormente, los frutos fueron trasladados a las instalaciones del Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana — IIAP — San Martin, donde se realizo el

despulpado manual y secado a temperatura ambiente bajo sombra.

Para la obtencion de plantulas, se colocaron las semillas en camas germinadoras (el
sustrato fue arena), y luego de 45 dias aproximadamente, las plantulas estuvieron listas
para ser sembradas en el sustrato definitivo. En la Figura 6 se muestran las semillas de

cada variedad y la siembra de las mismas.

Figura 6. Produccion sexual de plantas de café: A) Semillas de café de las variedades caturra, pache y
nacional, puestas a secar a temperatura ambiente. B) Siembra de las semillas en camas germinadoras.

B. Obtencion de semillas vegetativas y plantulas de café (propagacion asexual)

Para la obtencion de semillas vegetativas se empleo el protocolo de clonacion café
del IIAP — San Martin, el que consiste en cortar brotes de plantas de los jardines clonales
de café (plantas que a su vez fueron clonadas de plantas matrices en campo, con las
siguientes caracteristicas: buena calidad de taza, tolerancia a roya, altamente
productivos, café orgénico, edad de 8 a 10 afios); luego de un proceso de desinfeccion
fungicida por 5 minutos y reduccion del area foliar al 50%; se hizo un corte en la base
del tallo y se aplico la hormona AIB (Acido-Indol-3butirico, 2000 ppm) para generar

raices.
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Finalmente, estos brotes fueron sembrados en sustrato tipo Jiffys expandidos en
bandejas y colocados en los microtineles del invernadero del IIAP — San Martin.
Después de 45 dias, los brotes enraizados fueron repicados al sustrato definitivo. En la

Figura 7 se aprecia la secuencia de pasos para la produccion asexual de café.
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Figura 7. Produccion asexual de plantas de café: A) Jardines clonales de plantas de café de las
variedades caturra, pache y nacional. B) Corte de brotes con buena conformacién. C) Acido- indol -3-
butirico, utilizado para la produccion de raices en los brotes cortados. D) Plantas en proceso de
enraizamiento y debidamente etiquetadas.

2.2.2. Fase de laboratorio

A. Esterilizacion del sustrato

El sustrato estuvo conformado en base a tierra, arena y M.O. (en la proporcion de
2:2:1), cuyas caracteristicas fisico - quimicas (Anexo 1), se determinaron en el
Laboratorio de suelos de la UNALM — Lima. El mismo que fue previamente esterilizado
en autoclave a 131° C, 15 Ib de presion por 1 hora. Culminada la hora, se esper6 hasta
el dia siguiente para retirar las bolsas con sustrato debido a la elevada temperatura del
equipo.

Se realizd la esterilizacién para eliminar cualquier forma de vida microscéopica
(incluso cualquier HMA existente), y garantizar que los Unicos microorganismos
presentes sean los hongos micorrizicos arbusculares nativos pertenecientes a los
consorcios considerados para esta investigacion, los mismos que fueron inoculados
posteriormente.

En la Figura 8 se muestra la secuencia de actividades para la esterilizacion del

sustrato usado.
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Figura 8. Esterilizacion del sustrato para produccion de plantones de café. A) Preparacion del sustrato a
base de tierra, arena y M.O. B) Sustrato embolsado con un peso de 2 Kg. C) Autoclavado del sustrato.
D) Sustrato esterilizado puesto a enfriar.

B. Extraccion y cuantificacion de los consorcios de HMA nativos.

Para la extraccion y cuantificacion de las esporas se us6 el Método de sedimentacion
y flotacién en solucion de sacarosa de Tommerup y Kidby (1979) [adaptado y citado
por CIAT, 1983], desarrollado en el Laboratorio de Micorrizas del IIAP — San Martin.
Los consorcios provienen de las provincias de Moyobamba, El Dorado y Huallaga
(Anexo 2); los mismos que fueron colectados y multiplicados, en la primera etapa del
proyecto “Biorestauracion de suelos con Hongos Micorrizicos Arbusculares nativos en
fincas con café arabicos (Coffea arabica L.) en la Amazonia Peruana”- IIAP. En esta
investigacion se extrajo y cuantificd las esporas para determinar su presencia y cantidad,
los morfotipos observados estan en el Anexo 3. La metodologia de la extraccion es

explicada en la Figura 9.

Figura 9. Método de sedimentacion y flotacion en solucion de sacarosa para la extraccion y
cuantificacion de HMA (Tommerup y Kidby, 1979): A) Se pes6é 10g de muestras de suelo de cada
consorcio. B) Luego, se preparo sacarosa al 20% y 60%. C) y D) En tubos Falcon, se agregé la sacarosa
al 20% y luego la de 60%, evitando que se mezclen. E) Se agitaron las muestras de 10g de suelo
manualmente en agua, se dejo reposar por 5 min y se tamiz6 en tamices de 250 um y 38 um, 5 veces. F)
Se vaciaron las particulas retenidas en el tamiz de 38 um en los tubos Falcon, y se colocaron en una
centrifuga por 4,5 min. G) y H) La solucion fue filtrada en el tamiz de 38 um y finalmente puesta en
placas Petri para observar las esporas en un estereomicroscopio.
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2.2.3. Fase de vivero

A. Siembra e inoculacion de plantas de café con los consorcios de HMA nativos.
Las plantulas de café¢ propagadas sexual y asexualmente fueron inoculadas con 1500
esporas de HMA nativos, durante la siembra, en bolsas de 2 Kg. Se colocé sustrato y
esporas en la zona radicular, y se etiquetd cada planta. Posteriormente, las plantas
permanecieron en el vivero durante 20 dias para su aclimatacion. En la Figura 10 se
observa el proceso de repique de los plantones propagados sexual y asexualmente y la

inoculacion con HMA nativos.

Figura 10. Repique e inoculacion de HMA en plantas de café. A) Siembra de planulas de café e
inoculacion con esporas de HMA nativos. B) y C) Plantones de café propagados sexual y asexualmente
en proceso de aclimatacion para su posterior traslado.

B. Instalacion del vivero del Centro Poblado de Chirapa- Lamas.

Al terminar el tiempo de la aclimatacion, los plantones de café fueron trasladados a
un vivero en el Centro Poblado de Chirapa — Provincia de Lamas, donde cumplieron el
periodo establecido para esta investigacion. El vivero estuvo ubicado en medio de un
cafetal con sintomatologia de roya. En la Figura 11 se observa la instalacion de los

plantones de café en el vivero de Chirapa.

A.u\ea = ' n e\ &
Figura 11. Instalacion del vivero en Chirapa. A) Traslado de los plantones de café al vivero ubicado en
Chirapa. B) Vista del vivero con los plantones ya distribuidos segun el DCA.
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C. Infeccion de roya

En ensayos realizados por el proyecto “Biofertilizacion y bioproteccion de plantas
clonales de café (Coffea arabica L.) con micorrizas arbusculares en la Region San
Martin”, se comprob6 que, en términos de infeccion de roya, la infeccion natural resulta
mas efectiva que la inoculacion de roya, ademds de tener antecedentes en tesis de
pregrado.

En la presente investigacion se optd por la infeccion natural de roya, teniendo en
cuenta los antecedentes y que alrededor del vivero habia plantas de café con
sintomatologia de roya en grado 4 seglin la escala de severidad de roya por SENASA
(2013), ademas de contar con las condiciones ambientales adecuadas para la
proliferacion y germinacion de las esporas del patogeno (ANEXO 4, 5y 6). En la Figura

12 se observa el progreso de la enfermedad en las plantas de café.

Figura 12. Aparicion de los sintomas de roya en el tiempo. A) Planta de café sana, a la instalacion. B)
Luego de un mes, se visualiz6 las primeras clorosis. C) y D) Plantas de café con sintomas de esporulacion
de roya.

2.3. Variables evaluadas
2.3.1.Variables morfolégicas
A. Altura de planta (cm)

Las mediciones se hicieron desde la base del tallo hasta el 4pice la planta usando la

misma regla milimetrada (30 cm), en cada evaluacion mensual.

= iz o

Figura 13. Medicion de altura de plantas. A) Medicion de la altura usando una regla milimetrada de
metal. B) Notoria diferencia entre una planta sin HMA (planta de la izquierda), y una con HMA (planta
de la derecha).
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B. Nimero de hojas
Se contd la cantidad de hojas por cada planta. Dicha actividad fue realizada

mensualmente y con sumo cuidado para evitar lastimar las hojas.

4
Figura 14. Conteo del nimero de hojas de todas las plantas. Esto se realizdo mensualmente.

C. Area foliar

Al finalizar el periodo en el vivero del Centro Poblado de Chirapa, las plantas fueron
trasladadas al Laboratorio de Micorrizas de ITAP — San Martin. El area foliar fue
determinada por el programa ASSES mediante fotografias de las hojas de los plantones
de café. Este programa utiliza los colores de contraste en el fondo negro y el area de un
objeto: una moneda de un sol (S/. 1.00). En la Figura 15 se observa las fotografias

procesadas en el programa ASSES.

Figura 15. Tomas fotograficas listas para ser procesadas por el Programa ASSES para la determinacion
del area foliar.

D. Biomasa seca aérea y radicular

Se separ6 la parte aérea y radicular de cada planta haciendo un corte en el cuello del
tallo usando un bisturi. Las partes de las plantas fueron colocadas en sobres de papel
para permanecer en una estufa a 95° C por tres dias, debidamente etiquetadas.

Posteriormente, se pes6 en una balanza analitica.
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Figura 16. Obtencion de la biomasa seca aérea y radicular. A) y B) Se dividi6 la planta en parte aérea y
radicular. C) Luego de permanecer en una estufa, se pesé en una balanza analitica.

2.3.2. Variables fingicas: hongos micorrizicos arbusculares y roya
A. Longitud de micelio extra radical (cm) de los HMA

Se utiliz6 la técnica propuesta por Robles, (2009) se tomaron 10 g de sustrato (suelo)
cercano a las raices de cada planton de café, las cuales fueron secadas a temperatura
ambiente. Esto se realiz6 en el Laboratorio de Micorrizas del IIAP — San Martin.

La técnica de tincion de micelio extra radical fue realizada usando la metodologia
del gel semisolido y cuantificacion por el método de interseccion de cuadrantes (Robles,
2009). Se peso 1 g de suelo en una balanza analitica y puesto en un vaso precipitado de
200 ml, al cual se le afiadio 5 ml de acido acético (vinagre blanco) para acidificar los

segmentos de micelio y dispersar los agregados del suelo.

Después, se agreg6 20 ml de tinta “Artesco” (diluida en acido acético al 15%), durante
30 minutos. Se enrazd a 100 ml con agua destilada y se puso en bafio maria a 90° C, por
90 minutos. Lo siguiente fue tamizar la muestra, lavarlo hasta desaparecer todo rastro
de tinta, colocarlo en el mismo vaso precipitado, agregar 30 ml de agua destilada y

ponerlo en bafio maria por 1 minuto.

Finalmente, se enrazé a 100 ml con agar-agar al 0,64% en el bafio maria por 5 minutos,
se agitd y tomd 10 ml con una jeringa para vaciarlo en una placa petri. La base de la
placa Petri fue previamente cubierta con un papel cuadriculado de 0,5 cm? con el
proposito de cuantificar las intersecciones de hifa-linea. En la Figura 17 se muestran los

pasos realizados para estimar la longitud de micelio extra radical.
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Figura 17. Procedimiento de Tincion de micelio extra radical, (Robles., et al, 2009): A) Se pes6 1g de
suelo y se agregd acido acético. B) y C) Se afadié 20 ml de tinta azul al 15% por 30min, se enrazo a
100 ml con agua destilada y se colocé en bafio maria por 90 min. D) y E) Se lavo tamizando el contenido
y se volvio a agregar en el mismo vaso precipitado, se afiadié agua destilada 30ml y se enrazé con agar-
agar a 100ml. Se agitd varias veces y se tom6 10 ml en una jeringa para vaciarlo en una placa Petri. F)
Finalmente, las muestras estaban listas para ser observadas en estereomicroscopio.

La estimacion de la longitud del micelio extra radical, se realizo observando las
muestras en un estereomicroscopio a 4.5X y con un contometro se cuantificaron las
intersecciones hifa-linea. El conteo se realizd de toda el area de la placa petri con un
desplazamiento ordenado, cuidando que todas las intersecciones (verticales y
horizontales) sean observadas. La longitud del micelio extra radical fue determinada

usando la formula propuesta por Newman (1966):

TAN
2H

Donde:
R es longitud de micelio por unidad de peso de suelo, A es area de la placa, N numero
de intersecciones hifa-linea y H es longitud total de las lineas de la placa (cm). En la

Figura 18 se visualizan tomas de micelio extra radical.

Figura 18. Micelio extra radical de hongos micorrizicos arbusculares, observado en estereomicroscopio.
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B. Colonizacion micorrizica (%)

Las raices permanecieron en alcohol al 70% en tubos de ensayo etiquetados por un
par de horas.

Luego se utiliz6 la metodologia de tincién de raices, propuesta por Phillips &
Hayman, (1970): Se elimind el alcohol de las muestras de raices y se agreg6 hidroxido
de potasio (KOH) al 10% hasta cubrir las muestras, y se dejo reposar por 24 horas.
Después, las muestras fueron colocadas en bafio maria a 90° C por 30 minutos.
Transcurrido el tiempo las raices se lavaron 3 veces con agua corriente para eliminar
todo rastro de KOH, y se agregd agua oxigenada (H20») hasta cubrir las muestras
durante 90 minutos a temperatura ambiente, con el objetivo de aclarar los pigmentos de
las raices. Después se lavd 3 veces con vinagre blanco y se dejo en este liquido por 10
minutos para acidificar las raices y prepararlas para la tincion. Posteriormente se agrego
tinte azul de trypano al 0.25% y se colocaron las muestras en bafio maria a 90° C por 60
minutos.

Transcurrido el tiempo, se dejoé enfriar a temperatura ambiente y se lavo tres veces
con vinagre, para eliminar el exceso de tinta. Finalmente, las raices fueron conservadas

en vinagre blanco, hasta el proceso de montaje de raices en laminas porta objetos para

su evaluacion. La Figura 19, se indica los pasos de la metodologia usada.

Figura 19. Metodologia de tincion de raices, propuesta por Phillips & Hayman, (1970). A) y B) Raices
en KOH al 10% durante 24 horas y luego colocadas en bafio maria por 30 minutos. C) Después de lavar
las raices y eliminar rastros de KOH, se afiadié agua oxigenada y se dejo por 90 minutos. D) y E) Se
volvié a lavar con vinagre 3 veces y se agreg6 azul de trypano al 0.25% y finalmente las muestras fueron
colocadas en bafo maria por 60 minutos. F) Raices tefiidas, listas para ser evaluadas.
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Montaje de raices: las raices fueron cortadas a un tamafo de 1 cm usando un bisturi.
En total se colocaron 30 fragmentos de raiz en forma paralela entre si, clasificadas en 3
grupos de 10 raices cada una en la misma lamina porta objeto, cubiertas con
cubreobjetos y humedecidas con lactoglicerol para facilitar la visualizacion en el
microscopio a un aumento de 10X y en computadora con el programa Amscope. La

visualizacion y captura de iméagenes facilit6 la observacion de las hifas.

Estimacion del porcentaje de colonizaciéon micorrizica: fue realizada segmentando
cada raiz y asigndndole un porcentaje de colonizacion, segin los valores propuestos por

Trouvelot et al., 1986. La Figura 20 muestra segmentos de raices montadas en una

lamina e hifas de los hongos micorrizicos arbusculares.

Figura 20. Montaje y estimacion de colonizacién de HMA en raices. A) Montaje de raices en una lamina
porta objetos. B) y C) Muestras de raices observadas en microscopio al 10X y en la laptop con el programa
AmScope.

Para el calculo del porcentaje de colonizacion micorrizica en el sistema radicular,

se uso la siguiente formula:

%CM = (nl + 5(n2) + 30(n3) + 70(nd) + 95(n5)) / N

Donde:
nl niamero de fragmentos clasificados como 1 (<1%), n2 numero de fragmentos
clasificados como 2 (<10%), n3 nimero de fragmentos clasificados 3 (<50%), n4
numero de fragmentos clasificados como 4 (>50%) y n5 namero de fragmentos

clasificados como 5 (>95%). N, es el numero total de fragmentos de raices, es decir 30.

C. Incidencia de roya
Las evaluaciones se realizaron mensualmente, durante 6 meses, usando la

metodologia propuesta por Senasa (2013). Se evaluaron las 9 plantas por tratamiento,
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en la que contaron las plantas con presencia de roya/tratamiento. El calculo de % de

incidencia de roya se realizo usando la siguiente formula:

Nuamero de hojas conroya

%I = x 100

Numero total de hojas

D. Severidad de roya

Se evaluaron mensualmente y durante 6 meses las 9 plantas de cada tratamiento. Se
contaron el nimero total de hojas/planta, el nimero de hojas afectadas con roya y se les
asignd un grado de severidad segun la escala propuesta por SENASICA (2013), y se

aplico la siguiente férmula para determinar el % de severidad:

(HS*0)+(HG1*1)+(HG2+2)+(HG3+3)+(HG4+*4)
Total de hojas * Grado con mas hojas

%S= x 100

Donde:
HS Total de hojas sanas, HG1 hojas del grado 1, HG2 hojas del grado 2, HG3 hojas
del grado 3 y HG4 hojas del grado 4.



CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Variables morfologicas

3.1.1. Altura de planta (cm)
El Analisis de Varianza (ANVA) se detalla en la Tabla 5, los resultados de las pruebas
de Tukey en la Figura 21, las interacciones en la Figura 22 y los promedios de cada

tratamiento en la Figura 23.

Tabla §
ANVA de la altura de plantones de café a los 180 DDS en condiciones de vivero.

Suma de Cuadrado

>

Fuente de variabilidad GL ) FC Sig.
cuadrados medio
Variedad 2 11,165 5,582 4,269 0,015 *
Método 1 24,807 24,807 18,969 0,000 **
Consorcio 3 148,821 49,607 37,934 0,000 **
Variedad * Método 2 128,516 64,258 49,137 0,000 **
Variedad * Consorcio 6 30,256 5,043 3,856 0,001 **
M¢étodo * Consorcio 3 17,086 5,695 4,355 0,005 *
Variedad * Método * Consorcio 6 48,201 8,033 6,143 0,000 **
Error 192 251,082 1,308
Total corregido 215 659,933
R*=62% CV=14,97%
10 8.22 8.37a
g 7.92 2 g g 627¢ 8P :
g 8 7.54 ab R
B _ 75 7.37b ) 2 4
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Figura 21. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de: A) Variedades de café. B) Consorcios de HMA
nativos. C) Método de propagacion. Respecto a la altura de planta.
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Figura 23. Altura de plantas de café a los 180 DDS (cm), por cada tratamiento.
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El anélisis de varianza indica que los HMA nativos tuvieron un efecto positivo
evidente en las plantas de café, en contraste con el testigo en términos de altura de
planta.

La Figura 21 muestra las Pruebas de medias de Tukey para los efectos: Variedades
de café, Consorcios de HMA nativos y Método de propagacion, encontrandose que la
variedad que obtuvo mayor promedio de altura es caturra (7,92 cm) y nacional (7,54cm).
Augstbeurger, (2000), indica que la variedad nacional es de crecimiento alto, pero
caturra y pache de crecimiento bajo. El alto crecimiento de caturra podria deberse a los
beneficios de la simbiosis planta-HMA.

La variable consorcios de HMA nativos muestra que el testigo obtuvo el promedio
mas bajo (6,27 cm) y que los tratamientos inoculados con consorcios de HMA nativos
mostraron resultados estadisticamente superiores, siendo el consorcio proveniente de El
Dorado el mas alto (8,37cm). Resultados similares fueron hallados por Saboya, (2018),
quien menciona que los plantones de café variedad caturra e inoculadas con HMA
alcanzaron los mayores promedios de altura (27,7 cm), en contraste con el testigo (11,3
cm). Asi mismo, Trejo et al., (2011), encontraron que consorcios de HMA favorecieron
la altura de planta, experimento que fue realizado en invernadero y campo. De igual
manera, Sanchez (2017), report6 un incremento de 6% a 25% de promedio de altura en
plantas de café inoculadas con consorcios de HMA nativos, en Rodriguez de Mendoza,
Amazonas. Esto se debe a que los HMA generan un incremento en la toma de nutrientes
y a la par producen sustancias promotoras de crecimiento, lo cual se refleja en un mayor
crecimiento vegetativo (Azcon y Barea, 1996). Y el método de propagacion que
favorecio a esta variable fue la propagacion sexual con un promedio de 7,95 cm.

La Figura 22, muestra que la interaccion de la variedad caturra y el consorcio de la
provincia El Dorado obtuvieron el promedio mas alto (8,93cm). La interaccion de las
variedades nacional y caturra propagadas sexualmente alcanzaron los valores mayores
frente a la propagacion asexual, indicando ademés que la combinacion de la
propagacion sexual y los consorcios de HMA nativos tuvieron un efecto positivo en
cuanto al promedio de altura de plantas de café. Finalmente, acorde la Figura 23, el
T10 perteneciente a la variedad nacional, propagacion sexual y HMA de Moyobamba

es el tratamiento que obtuvo el promedio mas alto (9,58 cm).
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3.1.2. Numero de hojas
La Tabla 6 detalla el Analisis de Varianza (ANVA), la Figura 24 los resultados de las
pruebas de Tukey, la Figura 25 las interacciones y los promedios de nimeros de hojas

por cada tratamiento en la Figura 26.

Tabla 6
ANVA para el numero de hojas en plantones de café a los 180 DDS, en vivero.

Fuente de variabilidad GL Suma de Cuadr.a do FC Sig.
cuadrados medio

Variedad 2 1,310 0,655 8,440 0,00 **
M¢étodo 1 4,222 4,222 54,401 0,00 **
Consorcio 3 0,706 0,235 3,033 0,030 *
Variedad * Método 2 0,570 0,285 3,669 0,027 *
Variedad * Consorcio 6 0,707 0,118 1,518 0,17NS
M¢étodo * Consorcio 3 1,652 0,551 7,095 0,00 **
Variedad * Método * Consorcio 6 1,910 0,318 4,102 0,001 **
Error 192 14,902 0,078
Total corregido 215 25,980
R?>= 46% CV=11,66%
s 3.; 221h 267a 22 Loy, 226ab 2.39 ab
225 1.92b 8 2
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Figura 24. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de: A) Variedades de café. B) Consorcios de HMA
nativos. C) Método de propagacion. Respecto al nimero de hojas.
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Numero de hojas

5
45 4.11 4.22
4
L 322
3.5 2.89
3744 52 533
25 2.11 112.11 2115 11 M2.11 = . 2.27
’ 1.78 1.64 1.68 1.67 1.67
|44 1.44122

1.5 :
1
0.5
0

mRoEmEeExo o dagdnenneaadl T

EEREFREF R O EEREEEREERREEEEEER

Figura 26. Promedios de nimero de hojas de cada tratamiento.

Las pruebas de Tukey, a los 6 meses respecto a las variedades de café indican que
caturra tuvo el mayor numero de hojas sobresaliendo entre las variedades pache y
nacional. Arcila et al., (2007), indican que un par de hojas o nudo se origina en promedio
cada 25 o 30 dias y en un ano se forman alrededor de 12 a 14 pares de ramas primarias,
pero esta en relacion con el buen suministro de energia solar, agua y la disponibilidad
de nutrientes para el desarrollo de las plantulas, lo que no se visualizd es esta

investigacion ya que las plantas se defoliaron a causa de la roya.
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Respecto a los consorcios de HMA nativos, el consorcio Huallaga fue el mejor con
un promedio de 2,5 hojas y el consorcio Moyobamba el mas bajo. En cuanto al método

de propagacion, la propagacion sexual tuvo el mayor nimero de hojas.

El crecimiento y desarrollo de hojas fue progresivo y sin interrupciones en todos los
tratamientos hasta el tercer mes, en el que las plantas de café tenian en promedio 4y 5
pares de hojas, presentandose los primeros sintomas en el segundo mes (closorosis) sin
producir defoliaciones. Posteriormente, la esporulacion de Hemileia vastatrix empezo
en el tercer mes, pero solo en algunas hojas. El aumento de esporulaciéon tuvo su pico
mas alto en el cuarto y quinto mes ocasionando defoliacion lo que se puede observar en
el Anexo 7. The American Phytopathological Society -APS, (2011), describe a la roya
como la enfermedad mas destructiva del cafeto y la de mayor importancia econémica a
nivel mundial, debido a que provoca la caida prematura de las hojas, propiciando la
reduccion de la capacidad fotosintética, y en infecciones severas puede ocasionar
muerte regresiva en ramas e incluso la muerte de arboles. Lo que en términos de
crecimiento y desarrollo de plantas genera perdida, ya que, segiin lo mencionado por
Arcila y Chaves, (1995), la superficie foliar determina en gran medida el potencial de
produccion de las plantas. Cabe indicar, que el desarrollo foliar se vio favorecido por la
simbiosis planta — HMA lo que se observa en el nimero de hojas de los tratamientos
inoculados con estos hongos benéficos en contraste con el testigo. Esto es debido a que
la simbiosis raiz- HMA que estimula la actividad metabolica radical y aumenta la
fitohormona citocinina (Salisbury y Ross, 1992; Srivastava, 2002), la cual activa la
division celular y por consecuencia el crecimiento de diferentes drganos de la planta
(Walch-Liu et al., 2000), como las hojas. Para el andlisis de los resultados en esta
investigacion, es importante indicar que antes de la defoliacion de las hojas, las plantas
propagadas asexualmente (clones) fueron las que tenian mayor promedio de nimero de
hojas, en contraste con las propagadas sexualmente; pero luego de la defoliacion
causada por la roya amarilla, los clones alcanzaron el menor promedio de nimero de
hojas, lo que tiene relacion con el mayor porcentaje de severidad de roya presente en
los clones (Figura 43). Esto es a causa de que la presencia de la roya se ve favorecida
por el desarrollo de las plantas, lo que es mencionado por Lagos (2014), quien reportd
que la incidencia de roya fue favorecida por mayores cantidades de nitrégeno y
desarrollo de las plantas. Asi mismo, Ferrandino, (2008) menciona que el crecimiento

de las plantas podria afectar a la roya o por el contrario beneficiar al patdgeno por el
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retraso de la senescencia de las hojas producido por el nitrogeno y porque este se nutre

de los asimilados de aminoacidos y azicares.

La interaccion de las tres variedades con la propagacion sexual obtuvo los valores
mas altos en nimero de hojas, de igual forma la interaccion de la propagacion sexual y
los consorcios de HMA nativos | tratamiento sobresaliente es el T4 perteneciente a la
variedad caturra, propagacion sexual y consorcio Huallaga tuvo el promedio mas alto

con 4,22 hojas.

3.1.3. Area foliar (cm?)
El Analisis de Varianza (ANVA) se detalla en la Tabla 7, los resultados de las pruebas
de Tukey en la Figura 27, las interacciones en la Figura 28 y los promedios de area

foliar de cada tratamiento en la Figura 29.

Tabla 7
ANV A para el area foliar de plantones de café.

Suma de Cuadrado

Fuente de variabilidad GL cuadrados  medio FC Sig.
Variedad 1699,934 849,967 6,035 0,003 *
M¢étodo 3234,623  3234,623 22,967 0,000 **
Consorcio

Variedad * Método
Variedad * Consorcio

Método * Consorcio

2989,035 996,345 7,074 0,000 **
1004,964 502,482 3,568 0,030 *
1445,139 240,856 1,71 0,121 NS
1602,414 534,138 3,793 0,011 *

W A N W = N

Variedad * Método * Consorcio 6  2632,726 438,788 3,115 0,006 *

Error 192 27041,355 140,840
Total corregido 215 41650,189
R?>=45% CV=16,63%
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Figura 27. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de: A) Variedades de café.
nativos. C) Método de propagaciéon. Respecto al 4rea foliar (cm?).
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Las pruebas de Tukey (Figura 27), sefialan que la variedad Pache obtuvo el valor
més alto (15,71 cm?) en area foliar, a diferencia de la variedad caturra (12,29 cm?) y
nacional (8,84 cm?). Augstbeurger et al., (2000), menciona que la variedad pache tiene
abundante follaje y en cuanto a caturra Blas., ef al. (2011) indica que esta variedad tiene
hojas grandes y anchas, lo que se ve reflejado en esta investigacion. En cuanto al método
de propagacion, el asexual logré el mayor promedio (16,15 c¢cm?) duplicando al
promedio de la propagacion sexual (8,41 cm?). Marlo H., (2017), encontré resultados
similares en plantas clonadas de café, bajo condiciones de vivero. En cuanto a los
consorcios de HMA nativos, los consorcios Huallaga y Moyobamba alcanzaron los
promedios més altos con 15,67 cm?y 15,06 cm?, ademas quedé demostrado que todos
los consorcios de HMA nativos tuvieron promedios superiores al testigo (6,28 cm?), es
decir un alto incremento. Fernandez-Martin et al., (2005) [mencionado por Moisés et
al., (2015)], hall6 incrementos de 6 a 140% de area foliar con respecto a plantas no
inoculadas de café variedad catuai en etapa de vivero. A su vez, Rivera et al. (2010),
encontraron incrementos significativos en el area foliar de plantas de café en los
tratamientos con especies de HMA y humus de lombriz. De igual forma, Del Aguila et
al., (2016), encontr6 un incremento del 77% mas de area foliar en las plantas de Coffea
arabica L. inoculadas con consorcios de HMA, a diferencia del testigo, en condiciones
de vivero. Por su parte, Pimienta — Barrios, ef al, (2009), encontraron que el area foliar
de las plantas de Agave tequilana inoculadas con HMA (en macetas) era mayor en
términos de espesor (mm) y largo (cm), en contraste con el testigo. Similares resultados
son los de Pereira et al., (2001) en los que sefialan que existe mayor area foliar en las
plantas micorrizadas de Eucalyptus camaldulensis, respecto al tratamiento control (52,3
cm?y 28,9 cm?, respectivamente), en condiciones de vivero y campo. Esto es debido a
la asociacién simbidtica que produce diversos cambios y/o modificaciones a nivel
fisiologico y morfologico destacandose los incrementos en la actividad fotosintética por
efecto de la mayor capacidad de fijacion de CO?, incrementando la tasa de crecimiento
y biomasa. (Alarcon y Ferrera-Cerrato, 1996).

En cuanto a las interacciones (Figura 28), la variedad pache propagada asexualmente
alcanzé el promedio mas alto con 22,63 cm? en contraste con la variedad nacional
propagada sexualmente (6,51 cm?) que obtuvo el valor mas bajo; siendo la interaccion
consorcio Moyobamba x propagacion asexual la que alcanzo el promedio mas alto con
22,85 cm?; y en contraste la interaccion testigo x propagacion sexual obtuvo el promedio

mas bajo.
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Por tltimo, el T18 es el que logrd el mayor promedio de area foliar (40,58 cm?),

sobreponiéndose a los demas tratamientos. E1 T18 corresponde a la variedad pache,

método de propagacion asexual y consorcio de HMA nativo Moyobamba.

3.1.4. Biomasa seca aérea (g)

La Tabla 8 detalla el Analisis de Varianza (ANVA), la Figura 30 indica los resultados

de las pruebas de Tukey, la Figura 31 las interacciones y los promedios de biomasa seca

aérea en la Figura 32.

Tabla 8
ANVA para la biomasa seca aérea de plantones de café.
S de Cuadrad
Fuente de variabilidad ~ GL o 0 c¢ SUadrato pe o sig.
cuadrados medio
Variedad 2 0,069 0,034 5,476 0,005 *
Metodo 1 1,393 1,393 221,673 0,00 **
Consorcio 3 0,372 0,124 19,710 0,00 **
Variedad * Metodo 2 0,106 0,053 8,412 0,00 **
Variedad * Consorcio 6 0,044 0,007 1,173 0,32 NS
Metodo * Consorcio 3 0,258 0,086 13,680 0,00 **
Variedad * Metodo * Consorcio 6 0,159 0,026 4,209 0,001 *
Error 192 1,207 0,006
Total corregido 215 3,607
R?= 66% CV=139,44%
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Figura 30. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de: A) Variedades de café.
nativos. C) Método de propagacion. Respecto a la biomasa seca aérea (g).
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El analisis de comparacion de medias de Pruebas de Tukey (p<0,05), muestra (Figura
30) que la variedad pache es sobresaliente frente caturra y nacional, con un promedio
de 0,22g de biomasa seca aérea. Lo que podria relacionarse con el tamafio de las hojas
o area foliar, en la que la variedad Pache también tuvo el mayor promedio (Figura 24 y
27). Denotando una buena simbiosis HMA — planta, en la que Pache alcanz6 los mejores
resultados. Las Pruebas de Tukey para el método de propagacion indican que las plantas
propagadas asexualmente tuvieron el mayor promedio (0,28g), resultado que duplica al
promedio de las propagadas sexualmente (0,11g). Este resultado es congruente a lo
investigado por Marlo H., (2017), quien encontré que plantas clonadas de café

inoculadas con HMA nativos, tuvieron pesos superiores de biomasa aérea seca.

La prueba de Tukey para los consorcios de HMA nativos muestra que el consorcio
Huallaga alcanz6 el mayor promedio (0,24g), a diferencia del resto de consorcios y del
testigo (0,13g). Sin embargo, cabe resaltar que todos los consorcios de HMA nativos
tuvieron mayores resultados que el testigo, demostrando asi los beneficios que una
planta hospedadora de HMA puede obtener de la simbiosis micorrizica, ya que a
produccién de biomasa seca es considerada como un indicador positivo de esta
simbiosis (Soto - Arenas, 2006). Resultados que concuerdan con lo mencionado por
Cuervo (2017), quien inocul6 plantas de café con una especie de HMA (Rhizoglomus
fasciculatum), cuyos resultados son significativamente superiores de biomasa seca
aérea comparadas con aquellas que no fueron inoculadas. A su vez, Pereira et al.,
(2001), mencionan que existido un incremento en el promedio del peso aéreo de las
plantas de E. camaldulensis inoculadas con HMA, respecto al tratamiento control, y que
estas diferencias se incrementan a medida que aumenta el grado de colonizacion
micorrizica. Estos resultados también fueron hallados en otras especies de plantas, por
ejemplo, Castillo et al., (2009) reportd resultados positivos para ajies, Galvez et al.
(2017) en calabaza; Salgado et al. (2012) en fresa; Xu et al. (2014) en esparrago. Esto
es debido a que los HMA mejoran el nivel nutricional de las plantas, lo que se ve
reflejado en mayor biomasa (Barrer, 2009). Esto coincide con lo mencionado por Smith
y Read (1997), citados por Davila et al., (2009), quienes afirmaron que la presencia de
HMA en las raices del hospedante incrementan la tasa de crecimiento y produccion de
biomasa en las plantas. En cuanto a las interacciones (Figura 31), estas muestran que la
variedad pache propagada asexualmente alcanzé el mayor peso de biomasa seca

radicular (0,33g), en comparacion, esta variedad, pero propagada sexualmente alcanzo
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el valor més bajo (0,11g). Por su parte, la interaccion Método de propagacion x
Consorcio de HMA nativos muestra que las plantas propagadas asexualmente e
inoculadas con los consorcios Huallaga y El Dorado lograron los mayores promedios,
ambos 0,33¢.

En la Figura 32, se puede observar que el T18 variedad pache, propagacion asexual
y consorcio Moyobamba tuvo el mayor promedio de biomasa seca aérea con 0,46g y el

T5 (un testigo), el menor con 0,06g.

3.1.5. Biomasa seca radicular (g)
La Tabla 9 detalla el Analisis de Varianza (ANVA), la Figura 33 indica los resultados
de las pruebas de Tukey, la Figura 34 las interacciones y los promedios de biomasa seca

radicular en la Figura 35.

Tabla 9
ANV A para la biomasa seca radicular de plantones de café.

Suma de Cuadrado
Fuente de variabilidad GL FC Sig.
cuadrados medio

Variedad 2 0,610 0,305 12,460 0,00 **
Método 1 5,740 5,740 234,433 0,00 **
Consorcio 3 0,893 0,298 12,151 0,00 **
Variedad * Método 2 0,594 0,297 12,127 0,00 **
Variedad * Consorcio 6 0,326 0,054 2,220 0,043 *
M¢étodo * Consorcio 3 0,772 0,257 10,505 0,00 **
Variedad * Método * Consorcio 6 0,552 0,092 3,755 0,001 *
Error 192 4,701 0,024
Total corregido 215 14,186
R%: 67% CV: 34,04%
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Las Pruebas de Tukey (p < 0,05) para el efecto de Variedades de café¢ muestra que la
variedad pache alcanz6 el mayor promedio en cuanto a biomasa seca radicular (0,33 g),
valor congruente con la biomasa seca aérea, en la que la variedad pache también fue
sobresaliente. Por su parte las variedades caturra y nacional no tuvieron diferencias

significativas entre si.

En cuanto al método de propagacion, las pruebas de Tukey indican que, de igual
manera a la variable biomasa seca aérea, las plantas propagadas asexualmente
alcanzaron el mayor promedio (0,42g), en contraste con las sexuales (0,1 g). Los
resultados de biomasa seca radicular estan relacionados con la biomasa seca aérea y el
micelio extra radical ya que el incremento de ambos aumenta la biomasa seca del

sistema radicular (Chinchay-Rubio, 2016).

La Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de consorcios de HMA nativos indica
que los tres consorcios (Huallaga, Moyobamba y El Dorado), tuvieron mejores valores
que el testigo, siendo aproximadamente el 50% mas. Asi mismo, los tres consorcios no
tuvieron diferencias significativas entre si. Resultados semejantes a los encontrados por
Sanchez (2017), que hall6 aumentos de biomasa seca radicular de 39% a 164% en
plantas inoculadas con HMA nativos. Esto es explicado por Al-Areqi ef al., (2014),
quienes afirmaron que las plantas de Coffea arabica L. inoculadas con HMA, en su
estado vegetativo inicial, obtienen mayor cantidad de biomasa radicular. A su vez, lo
mencionado por Al-Areqi et al., (2014), es revalidado en otros cultivos, segun lo
reportado por Harris et al. (2012) en calabaza; Salgado et al. (2012) en fresa; Xu ef al.
(2014) en esparrago; debido a que la simbiosis raiz- HMA estimula la actividad
metabolica radical y aumenta la fitohormona citocinina (Salisbury y Ross, 1992;
Srivastava, 2002), que activa la division celular y el crecimiento de diferentes 6rganos
de la planta (Walch-Liu et al., 2000), como las raices. Ademas, los HMA mejoran el

nivel nutricional de las plantas, lo que se ve reflejado en mayor biomasa. (Barrer, 2009).

3.1.6. Longitud de micelio extra radical (cm)
El Anélisis de Varianza (ANVA) se detalla en la Tabla 10, los resultados de las pruebas
de Tukey en la Figura 36, las interacciones en la Figura 37 y los promedios de cada

tratamiento en la Figura 38.
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ANVA para la longitud de micelio extra radical de plantones de café.

S de Cuadrad
Fuente de variabilidad GL tma e u r-a 0 FC Sig.
cuadrados medio
Variedad 2 106,629 53,314 1,182 0,30 NS
M¢étodo 1 2017,889 2017,889 44,749 0,00 **
Consorcio 3 27341,629 9113,876 202,113 0,00 **
Variedad * Método 2 272,913 136,456 3,026 0,051 NS
Variedad * Consorcio 6 619,694 103,282 2,290 0,037 *
M¢étodo * Consorcio 3 903,671 301,224 6,680 0,000 **
Variedad * Método * Consorcio 6 1588,302 264,717 5,870 0,000 **
Error 192  8657,860 45,093
Total corregido 215 41508,586
R%:79% CV:4,52%
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Figura 36. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de: A) Método de propagacion B) Consorcios de
HMA nativos. Respecto a la Longitud de micelio extra radical (cm).

30,00

30,00

ra
o
o
=)
1

20,00
20,00

| Consorcio
1500 de HIVIA

~El Dorado
~—— Huallaga
Moyobamba

10,004 —— Testigo

10,00

Longitud de micelio extra radical (cm)

500

Longitud de micelio extra radical (cm)

‘00—_A‘ G 00—

)
28 61 \
Consorcio
de HMA

~El Dorado

——Huallaga
Moyobamba

— Testigo

E|

T T
Caturra Macional Pache

Variedad

T T
Asexual Sexual

Método de propagacion

Figura 37. A) Interaccion entre Variedad x Consorcios de HMA nativos. B) Interaccion entre Método

de propagacion x Consorcios de HMA nativos.



52

Longitud de micelio extra radical (cm)

40
. 30.38 2918 31.59
28.79 2771 28.79 T 28.92
30 25.87 27.18 2586 26.53
25 208g 2093 224 1034
164w 17.73

- 6 16.4
15
10
5
I Bl o !

AR O“ﬁFS:S_Ei’E_W‘Eg NS
_5[—HP[~[_FP B HBH B = = = =

Figura 38. Promedios de Longitud de micelio extra radical (cm), de cada tratamiento.

La Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de método de propagacion indica que
la propagacion asexual obtuvo el promedio mas alto de longitud de micelio extra radical
(22,49 cm), en contraste con la propagacion sexual (16,38 cm). Siendo la presencia del
micelio extra radical un indicador de la simbiosis establecida con las raices de las plantas

de café, desarrollando mayor longitud en las plantas propagadas asexualmente.

En cuanto a los consorcios de HMA nativos, la prueba de Tukey indica que los tres
consorcios no tuvieron diferencias significativas entre si, independientemente de la
procedencia de los mismos. La evidencia del efecto positivo de las plantas inoculadas con
los HMA nativos es reflejado en el desarrollo y crecimiento morfoloégico de las plantas
(tanto en altura, nimero de hojas, area foliar, etc). Esto es debido a que el micelio extra
radical es una extension fisica del sistema radical (Finlay, 2008), el cual cumple una
funcion nutricional al alcanzar los nutrientes no disponibles para las longitudes de las

raices (Lopez, 2012).

Las interacciones (Figura 37), muestran que la variedad caturra, inoculada con el
consorcio de Moyobamba alcanzd el promedio mayor (29,58 cm), sin embargo, la
variedad nacional inoculada con el mismo consorcio, obtuvo el menor promedio (21,79
cm). Por su parte el método de propagacion asexual en interaccion con el consorcio
Huallaga alcanz6 el mayor promedio con 33 cm. Resultados similares fueron hallados

por Chinchay (2016), en los que la longitud de micelio extra radical alcanzo6 valores de
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38,2 cm a 168,5cm. Asi mismo Marlo H., (2017), hall6 que plantas clonadas de café¢ e
inoculadas con HMA alcanzaron buenos resultados en cuanto a la longitud de micelio

extra radical desde los 20,04 cm a 42,81cm.

En cuanto a los tratamientos, el T19 tuvo la mayor longitud de micelio extra radical con
31,49 cm y el T14 con 30,38 cm de longitud, logrando una mayor extension fisica del
sistema radical, lo que representa una gran ventaja frente a las plantas sin micorrizas, por

ejemplo, los tratamientos testigo que tuvieron 0 cm de longitud de micelio extra radical.

3.1.7. Colonizacién micorrizica (%)

El Analisis de Varianza (ANVA) se detalla en la Tabla 11, los resultados de las pruebas
de Tukey en la Figura 39, las interacciones en la Figura 40 y los promedios de cada

tratamiento en la Figura 41.

Tabla 11

ANVA para la colonizacion micorrizica de plantones de café

Suma de Cuadrad
Fuente de variabilidad ~ GL 2 ¢¢ tuadrado  pe Sig.
cuadrados medio

Variedad 2 0,208 0,104 9,719  0,000%**
Método 1 0,023 0,023 2,168  0,143NS
Consorcio 3 221,632 73,877  6890,385 0,000%*
Variedad * Método 2 0,621 0,311 28,967  0,000**
Variedad * Consorcio 6 0,195 0,033 3,037  0,007**
Meétodo * Consorcio 3 0,214 0,071 6,645  0,000%**
Variedad * Método * Consorcio 6 0,678 0,113 10,537  0,000%*
Error 192 2,059 0,011

Total corregido 215 225,630

R?: 99% CV:7,4%
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Figura 39. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de: A) Variedades, B) Consorcios de HMA nativos.
Respecto a la colonizacion o intensidad micorrizica (%).
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Figura 41. Promedios de colonizacion micorrizica (%), de cada tratamiento.

Las pruebas de Tukey para el efecto de variedades de café¢ indica que la variedad
pache alcanz6 el mayor promedio de colonizacion o intensidad micorrizica con 23,56%,
sobreponiéndose a las variedades caturra y nacional que no tuvieron diferencias
estadisticas entre si (19,68% y 19,31% respectivamente). Vélez F., (2012), menciona
que el aumento de colonizacién micorrizica estd relacionado con la absorcion de
nutrientes, y por ende el desarrollo de las plantas. Argumento que podemos corroborar
en la Figura 39 de colonizacion micorrizica y en las Figuras 30 y 33, en las que pache

sobresale en promedios de biomasa seca aérea y radicular.

Por su parte, la Prueba de Tukey para el efecto de los consorcios de HMA nativos
indica que el consorcio El Dorado (31,61%) y Huallaga (29,57%), no tuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre si, pero fueron superiores al consorcio
Moyobamba (22,22%). En cuanto a las interacciones, la variedad pache x la
propagacion asexual logré el mas alto promedio con 27,77%, mientras que la variedad
nacional x la propagacion asexual, el menor valor (16,69%). La interaccion variedad
pache x el consorcio El Dorado logré el mayor valor con 38,33%, en contraste con la
variedad nacional x el consorcio Moyobamba que obtuvo el promedio mas bajo
(20,38%). Finalmente, la interaccion de propagacion asexual x el consorcio El Dorado

logroé el mayor promedio (34,68%).
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El tratamiento con mayor % de colonizacion micorrizica es el T19 (50,37%), se
encuentran en el grado 4 (mayor al 50%, pero menor al 95%), seglin la escala de esta
variable propuesta por Trouvelot ef al., 1986. Valor superior a lo hallado por Del Aguila
(2016) y Chinchay, (2016) con promedios de 30% y 29,3% en intensidad
respectivamente, investigaciones llevadas a cabo bajo condiciones de vivero en la
region San Martin. Por su parte, Escalona P., (2002), encontrd promedios semejantes a
los que esta investigacion (de 23,6% a 42,96%), en plantas de café inoculadas con HMA

en vivero.

3.1.8. Incidencia de roya (%)

El Analisis de Varianza (ANVA) se detalla en la Tabla 12 y los resultados de las pruebas
de Tukey en la Figura 42.

Tabla 12
ANV A para la incidencia de roya (%) en plantones de café a los 180 dias, en vivero,

Chirapa — Lamas.

Suma de Cuadrado
Fuente de variabilidad GL FC Sig.
cuadrados medio

Variedad 2 6,569 3,284 3,929 0,021*
Método 1 8,899 8,899 10,645  0,001*
Consorcio 3 9,587 3,196 3,823 0,011%*
Variedad * Método 2 3,147 1,574 1,883 0,155NS
Variedad * Consorcio 6 8,282 1,380 1,651 0,135NS
M¢étodo * Consorcio 3 2,225 0,742 0,887  0,449NS
Variedad * Método * Consorcio 6 4,926 0,821 0,982  0,438NS
Error 192 160,499 0,836

Total corregido 215 204,134

R%: 57% CV: 19,52%
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Figura 42. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de: A) Variedades, B) Consorcios de HMA nativo,
C) Método de propagacion, respecto a la Incidencia de roya (%).

La Prueba de Tukey para variedades de café indica que las variedades nacional y
caturra tuvieron los valores mas altos en incidencia de roya con 66,4% y 66,1%
respectivamente, siendo la variedad pache la que obtuvo el menor valor con 52,2%.
Estas tres variedades son consideradas susceptibles a la roya del café (World Coffee
Research, 2018), y congruentemente a lo hallado por Vasquez A., (2015), las variedades
caturra y nacional tuvieron valores mas altos en incidencia de roya sobre la variedad
pache, en diferentes provincias de la region San Martin. En contraste, Gamarra; et al
(2015), encontraron que la variedad pache resulto ser mas susceptible a la roya del café

que caturra y nacional, pero en la zona de Satipo — Junin.

Los resultados de la Prueba de Tukey para los consorcios de HMA nativos indican
que los consorcios de Huallaga y El Dorado tuvieron los valores mas altos de incidencia
de roya con 72% y 65,1%, respectivamente, superando al testigo y demostrando que los
consorcios de HMA no fueron eficaces en reducir el porcentaje de incidencia de roya.
Esto es corroborado por Illiquin (2018), quien hall6é que las plantas de café inoculadas
con HMA fueron las méas afectadas por la roya en la provincia de Rodriguez de Mendoza
— Amazonas. Esto esta relacionado con las variables de area foliar (Figura 27) y el
numero de hojas (Figura 24), en las que los consorcios de HMA fueron superiores al
testigo, debido a que las plantas desarrollan una calidad bioldgica superior, en cuanto a

mayor desarrollo por ser un biofertilizante. Ante esto, Ferrandino, (2008), menciona
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que el crecimiento de las plantas podria afectar a la roya porque el buen crecimiento del
hospedero conduce a la dilucién del patdgeno debido a la incorporacion de nueva area
foliar saludable, o por el contrario también puede beneficiar al patdgeno por el retraso
de la senescencia de las hojas producido por el nitrogeno y porque este se nutre de los
asimilados de aminodcidos y azticares. Sumado a lo anterior, Subero (2005), indica que
las hojas mas frecuentemente afectadas son las hojas jovenes. A su vez, Lagos (2014),
reportd que la incidencia de roya fue favorecida por mayores cantidades de nitrégeno y
desarrollo de las plantas. Para lo cual agrega que el efecto de la resistencia a la roya del
café a través de la fertilizacion no es tan conocido por que es necesario continuar con

investigaciones.

3.1.9. Severidad de roya (%)

El Analisis de Varianza (ANVA) se detalla en la Tabla 13, los resultados de las pruebas
de Tukey en la Figura 43.

Tabla 13
ANV A para la severidad de roya (%) en plantones de café a los 180 DDS.

Suma de Cuadrado

Fuente de variabilidad GL FC Sig.

cuadrados  medio

Variedad 2 1044362 522,181 2,211 0,112NS

Método 1 5618,772 5618,772 23,788 0,000 **

Consorcio 3 796,688 265,563 1,124 0,340 NS

Variedad * Método 2 504,347 252,173 1,068 0,346 NS

Variedad * Consorcio 6 2896,574 482,762 2,044 0,062 NS

Método * Consorcio 3 33,997 11,332 0,048 0,986 NS

Variedad * Método * Consorcio 6  2082,476 347,079 1,469 0,191 NS

Error 192 45351,230 236,204

Total corregido 215 58328,445

R2: 42% CV:23%
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Figura 43. Prueba de Tukey (p < 0,05) para el efecto de método de propagacion, respecto a la severidad
de roya (%).

La prueba de Tukey indica que las plantas propagadas asexualmente tuvieron mayor
porcentaje de severidad de roya (42,45%), en contraste con las propagadas sexualmente
(37,98%). Resultados semejantes a los hallados por Illiquin I., (2018), quien encontrd que
plantas clonadas de café provenientes de plantas matrices tolerantes a roya fueron
afectados por la roya. Estos resultados estan relacionados con el desarrollo del area foliar
de las plantas, ya que a mayor crecimiento y desarrollo foliar podria haber efectos
adversos en el hospedero debido a que existe un mayor contacto entre los tejidos de las
plantas, resultando mayor contaminaciéon del patdégeno entre éstas. (Kushalappa y
Ludwig, 1981). Sin embargo, Marx (1980), indica que la prueba mas contundente de los
beneficios de la inoculacion micorrizica es el desempefio de la planta una vez establecida

en campo.

Otra razén del alto porcentaje de severidad es que las razas presentes de Hemileia
vastatrix hayan mutado o sus cepas hayan alcanzado mayor agresividad, por ejemplo,
Silva et al. (1985), encontraron dos cepas de la raza III con agresividades diferentes que
en afios antes no tenian; lo que justificaria su agresividad y alta severidad en clones de
café de esta investigacion los cuales provienen de plantas matrices tolerantes a roya. A lo
cual Avelino y Rivas, (2013), mencionan que Hemileia vastatrix tiene las caracteristicas
de una especie con gran potencial evolutivo o alta capacidad de mutacion. Alvarado y
Moreno, (2005), corroboran esta informacion con resultados de una investigacion de en
variedades de café creadas en Brasil las cuales no duraron mas de cuatro afios por el nivel
de dafio ocasionado por patdogenos, otro caso son los progenitores potenciales de la
variedad Colombia (una multilinea compuesta de varios genotipos con diferentes cargas

de genes mayores de resistencia), cuya susceptibilidad a roya paso6 13,7% a 71,4% en 10
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afios. Otro ejemplo es que, en el afio 2007 Brasil reportd razas complejas con factores de
virulencia en diferentes combinaciones, y solo 2 afios después se identificaba una nueva
raza de roya, la XXVII. (Cabral, et al., 2009). Asi mismo, Bertrand et al., (2011) hallaron
que plantas de café clonadas tuvieron mayor severidad de roya en el 2013 que lo
observado en una primera evaluacion en el 2009, siendo la densidad de lesiones evaluadas
en el 2013 lo que confirma susceptibilidad de los genotipos; lo que sugiere la emergencia
de nuevas razas de este hongo (Branghini et al., 2011; Del Grossi et al., 2013), que vence

la resistencia de las plantas o emerge con mayor agresividad (Maia et al., 2017).

A todo esto, McDonald y Linde (2002), mencionan que la durabilidad de los
programas de control de enfermedades estd condicionada por el potencial evolutivo de
las poblaciones del patdgeno a controlar. Asi, por ejemplo, los patdgenos que presenten
un mayor potencial evolutivo tendran una mayor probabilidad de escapar a programas de
control basados en el empleo de productos fitosanitarios o en el uso de cultivares

resistentes que aquellas especies que presenten un potencial evolutivo menor.

Finalmente, se comprueba que los consorcios de HMA nativos no tuvieron un efecto
bioprotector frente a la roya del café, comprobandose que el efecto bioprotector de los
consorcios micorrizicos estan limitados a su efecto en patogenos de la raiz, y no en las
hojas; esto se puede verificar con investigaciones realizadas en el sistema radicular, como

lo menciona Nogales, (2006).
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CONCLUSIONES

Los tres consorcios de hongos micorrizicos arbusculares nativos procedentes de las
provincias de Moyobamba, Huallaga y El Dorado inoculados en los plantones de café, no

tuvieron un efecto bioprotector frente a la roya (Hemileia vastatrix), en etapa de vivero.

Los consorcios de HMA nativos tuvieron un efecto positivo respecto a la morfologia de las
plantas de café, en todas las variables morfologicas. Sobresaliendo el consorcio Huallaga y

los tratamientos 18 y 24.

La longitud de micelio extra radical y el porcentaje de colonizacion micorrizica alcanzaron
valores altos y dentro de los rangos favorables para las plantas de café. Demostrando la

presencia y gran colonizacion de los HMA nativos.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda el uso de los tres consorcios de HMA, y sobre todo del consorcio de la
provincia de Huallaga, el cual presentd resultados benéficos en la morfologia y desarrollo de

los plantones de café.

- Se recomienda realizar mas investigaciones sobre el uso de HMA y las enfermedades foliares,

sobre todo en condiciones de campo y con adicion de nutrientes.
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ANEXOS

Anexo 1: Analisis fisico — quimico del sustrato.
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Anexo 2: Descripcion de la procedencia de los consorcios de HMA nativos.

NOMBRE DEL PUNTO GEO-
*
PROVINCIA DISTRITO COMUNIDAD PROPIETARIO VARIEDAD REFERENCIAL ALTITUD
< Bafios Martina Huacha
Indafie Caturra
Sulfurosos Parcela 02 18M0277141
UTM9328455 935
MOYOBAMBA o Bafios Martina Huacha Al
Indaiie Caturra
Sulfurosos parcela 01 18M0276960
UTM9328624 934
Yantalo San Ignacio Edilberto Roman  Caturra 18M0273121
UTM9339252 828
San Martin Alfonso Julca
Nueva Esperanza Caturra
de Alao Yasahuanca 18M0308818
TM9287210 700
U Al
EL DORADO San Martin Nueva Juventud Sablr.la Velazco Caturra
de Alao Garcia 18M0307682
UTM9286826 796
(Sizrixll\:ca)mn Nueva Juventud glaal;eruzrzlsrez Caturra
q 18M0306920
UTM9286681 958
Saposoa Nuevo Brasil Juan Davila Caturra 183M0296371
UTM9226384 643
Saposoa Alto Andino {}131111 Requejos Caturra 18M0296527
allejos UTM9234267 937 Al
Saposoa Nuevo Brasil Luis Gonzalo Caturra 18M0296612
UTM9226297 620
. Felix Quispe
Saposoa Alto Andino Caturra 18M0297638 101
HUALLAGA Lopes UTM9234114 9
Saposoa
Alto Andino éew Rlodrlguez Caturra
onzalez 18M0297739 102 A2
UTM9234464 3
Saposoa
Divisoria én{i res Avelino Caturra
clasquez 18M0297545 105
UTM9231753 8

Fuente: Proyecto: “Biorestauracion de suelos con Hongos Micorrizicos Arbusculares nativos en fincas con café

arabicos (Coffea arabica.L) en la Amazonia Peruana”. IIAP — San Martin.



Anexos 3: Morfotipos de HMA nativos de los consorcios estudiados.

Consorcio de Moyobamba.

Morfotipo 1

rl

Morfotipo 2

Morfotipo 3

Morfotipo 4

Morfotipo 5

Morfotipo 6

Consorcio de El Dorado.

Morfotipo 1

Morfotipo 7

Morfotipo 8

Morfotipo 9

Consorcio de Huallaga.

Morfotipo 1

O

Morfotipo 4

Morfotipo 7
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Anexo 4: Distribucion de los tratamientos segiun el DCA

T T T T T T T T T T T T TTT TT T T T T T TT

13 18 23 20 16 22 15 17 24 21 14 19 9 3 12 4 7 11 8 2 6 10 1 5

Anexo 5: Temperatura minima, media y maxima registrada durante el periodo de
desarrollo de la investigacion.

Temperatura Minima, Media y Maxima.

=—4—T2 min (2C) =—8—T2 media (2C) T2 max (2C)

35 32 32.3 313 1315 325 32.9 326 322 32.7 319 322 32.2

(o)
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MESES DEL ANO 2018

Fuente: SENAHMI.

Anexo 6: Humedad relativa y precipitacion pluvial de la zona.

HUMEDAD RELATIVA Y PRECIPITACION
PLUVIAL

=4—HR (%) =#—Pp (mm)

400
s
s 300 o . 149.4
> 200 956 1075 1387
2 100
o 0 82 83 83 83
w
o o o > o 0 o o < < < <
o) QO & & Q’qb & S S N\ & & & & &
= N \a v N} N S L S0 N N
S < 2 < v &\Q’ < \2 N

< & o ) O

5 )

MESES DEL ANO 2018

Fuente: SENAHMI
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Anexo 7: Numero de hojas / tratamiento, en el tiempo.

7.87

6.33

Nimeo de hojas

T1 T2 T3 T4 TS T6 T7

Caturra Pache

Numero de hojas en el tiempo

5.73

T8 T9 T10 TI11

Nacional

Prop. Sexual

e 1° evaluacion

e 2 evaluacion

T12 TI13

Tratamientos

3° evaluacion

T14 TI15 T16

Caturra

4° evaluacion

T17 T18 TI19
Pache

Prop. Asexual

e 5° evaluacion

6.1

T20 T21

T22 T23

Nacional
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