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Figura 27. Comparacion de medias de la densidad poblacional del nematodo Meloidogyne
incognita (Mi) en,plantas de café variedad Caturra de 145 dias con diferentes tratamientos
para determinar el efecto de los HMA Rhizoglomus dunense (Rd) y Paraglomus laccatum
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Figura 28. Comparacién de medias de la actividad de succinato deshidrogenasa en
plantas de café variedad Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de
Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) a los
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Figura 29. Comparacién de medias de la concentracién de glutation reducido en hojas y
raices de café variedad Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de
Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) a los
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Figura 30. Comparacion de medias de la concentracion de B-glucanasas en hojas y raices

145 dias posterior a la inoculacion. .

de café variedad Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de
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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto bioprotector de
dos hongos micorrizicos arbusculares Rhizoglomus dunenﬁ*y Paraglomus laccatumsobre
el dafo cauﬁo por Meloidogyne incognita en plantulas de café de la variedad Caturra.
Se empleé un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial para las
evaluaciones de crecimiento vegetativo de la planta y el efecto bioprotector de los HMA.
Rhizoglomus dunense colonizd hasta un %% el sistema radicular del café; asi mismo esta
especie incremento significativamente el desarrollo vegetativo de las plantas e influy6 en
el incremento de la concentracion nutricional (318,3 mg/kg de nitrégeno, 7,9 mg/kg de
fosforo y 231,0 mg/kg potasio), presemanﬁ: un efecto biofertilizante. Al evaluar el efecto
bioprotector Rhizoglomus dunense redujo el grado de severidad de Meloidogyne incégnita
en las raices de café, reduciendo de 4,4 a 2,6 el grado de severidad. De igual manera esta
micorriza tuvo un efecto positivo de bioproteccion de las raices de café contra Meloidogyne
incognita, al reducir la poblacién de nematodos en las raices, disminuyendo de 193 a 71
nematodos/100 g suelo. Eﬁ las evaluaciones de la actividad antioxidante enziméatica y no
enzimatica en plantulas de café de la variedad caturra infestadas con Meloidogyne
incognita, se observo la reduccion de la concentracion de glutation reducido en las plantas
de café inoculados Unicamente con Rhizoglomus dunense (2522,34 mol/g a 1957,97
mol/g); para evaluacion de la actividad de B-glucanasas se obtuvo el mayor valor de
reaccion en el tratamiento inoculado con Rhizoglomus dunense y Meloidogyne incognita
(95,26 mol/g). En ﬁnclusién, Rhizoglomus dunense mostrd el potencial bioprotector,

reduciendo el dafio causado por Meloidogyne incognita en plantulas de café.

Palabras clave: Café, biofertilizante, incidencia, grado de severidad, B-glucanasas,
glutation reducido, bioprotector.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the bioprotective effect of two arﬁcular
mycorrhizal fungi, Rhizoglomus dunense and Paraglomus laccatum, on damage
caused by Meloidogyne incognita in coffee seedlings of the Caturra variety. A completely
randomized design (CRD) with factorial arrangement was used to evaluate plant vegetative
growth and the bioprotective effect of AMF. Rhizoglomus dunense colonized up to 85% of
the coffee root system; this species also significantly increased the vegetative development
of the plants and influenced the increase in nutritional concentration (318.3 mg/kg nitrogen,
7.9 mg/kg phosphorus and 231.0 mg/kg potassium), presenting a biofertilizing effect. When
evaluating the bioprotective effect, Rhizoglomus dunense reduced the degree of severity of
Meloidogyne incognita in coffee roots, reducing the degree of severity from 4.4 to 2.6.
Similarly, this mycorrhiza had a positive effect of bioprotection of coffee roots against
Meloidogyne incognita, reducing the population of nematodes in the roots, decreasing from
193 to 71 nematodes/100 g soil. In the evaluations of enzymatic and non-enzymatic
antioxidant activity in coffee seedlings of the caturra variety infested with Meloidogyne
incognita, a reduction in the concentration of reduced glutathione was observed in coffee
plants inoculated only with Rhizoglomus dunense (2522.34 mol/g to 1957.97 mol/g); for the
evaluation of B-glucanase activity, the highest reaction value was obtained in the treatment
inoculated with Rhizoglomus dunense and Meloidogyne incognita (95.26 mol/g). In
conclusion, Rhizoglomus dunense showed bioprotective potential, reducing the damage

caused by Meloidogyne incognita on coffee seedlings.

Keywords: coffee, biofertilizer, incidence, degree of severity, B-glucanases, reduced

glutathione, bioprotectant.
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.
CAPITULO | )
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

El café es uno de los productos agricolas mas importantes del mundo y tiene un gran
impacto econémico, social y ambiental en los paises productores. El Per( es el principal
productor mundial de gafé arabica organico y de Comercio Justo certificado, las zonas
cafetaleras del Perl se extienden a lo largo de las laderas orientales de los Andes,
cubriendo 17 de 24 regiones. A nivel nacional la regién San Martin se ubica como uno de
los mayores productores de café con un total de 83 425 toneladas de café pergamino en
un area de 81 000 hectareas cosechadas. Pese a ello, el departamento de San Martin
registra una baja productividad y los estandares de calidad del cultivo se situan por debajo
de lo informado en afios anteriores (MINAGRI, 2020). Esta situacién se podria deber a las
limitaciones agroldgicas de los suelos, presencia de fitoparasitos y las malas préacticas
agricolas que no permiten sostener un nivel alto de produccién por periodos prolongados.
Adicionalmente, las parcelas de café, en su mayoria, se ubican en localidades alejadas o
de dificil acceso, lo cual determina complicaciones logisticas para aplicar programas
adecuados de nutricion del cultivo con el asesoramiento necesario para realizar practicas

adecuadas con miras a mejorar la produccion.

Las principales plagas que dafian al cultivo de café son la broca y los nematodos, estos
ultimos interfieren en la absorcion de agua y nutrientes, y adicionalmente favorecen el
ingreso de organismos patégenos (Pérez et al., 2017). Las pérdidas de rendimiento de café
debido a la infeccion por nematodos se estima que puede causar entre 10 y 35%, con
algunos indicios de destruccion total de plantaciones (Lépez-Lima et al., 2015). Sin
embargo, considerando la naturaleza perenne del caté, es dificil estimar con precision las
pérdidas econémicas debidas a los nematodos. Las estimaciones de pérdidas también
deben considerar el impacto de la infeccion en la longevidad de la plantacion y el costo de
replantacién de los arboles que no rinden (Saikai et al., 2023). Ademas de las dificultades
practicas del manejo de nematodos en los cafetales, también se deben tener en cuenta los
aspectos de sostenibilidad. El uso de nematicidas (agentes quimicos) son a menudo una
primera linea de defensa, especialmente en los sistemas agricolas mas comerciales,
conllevando a un impacto ambiental el uso intensivo de estos agentes quimicos (Alwora y
Gichuru, 2014). El uso de microrganismos ofrece alternativas ambientalmente spﬁibles,
especialmente bajo sistemas orientados organicamente (Trejo-Aguilar, 2018). este
contexto, existe un creciente interés en el uso de productos de base biologica para el

manejo de plagas, enfermedades y la mejora de la produccion de café (Saikai et al., 2023).
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En los Gltimos aﬁowe ha difundido el importante papel que juegan los microrganismos del
suelo, en especial los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA), sobre diferentes cultivos.
Estos microrganismos establecen relaciones simbiéticas con las raices de las plantas, con
un rol fundamental en el rendimiento de estos cultivos, al generar efectos positivos sobre
la nutricion y el desarrollo de la planta. Ademas, confieren cierto grado de proteccién frente
a enfermedades y plagas (Jacoby et al., 2017). No Dbaame, a nivel regional aun son
insuficientes las investigaciones del efecto bioprotector de estos microorganismos en el
cultivo de café, teniendo en consideracion la alta riqueza de especies de HMA nativas que

se reportan.
En nuestra region se han reportado una gran diversidad de especies de WA presentes

en suelo rizosférico de plantaciones de café. Estudios realizados por la Universidad
Nacional de San Martin reportaron a las especies de HMA: Rhizoglomus dunense y
Paraglomua laccatum (Corazon-Guivin et al., 2020). Estas especies nativas fueron
colectadas de plantaciones de café y sacha inchi de parcelas de Chazuta, pmvﬁia de San
Martin, region San Martin, que podrian tener un gran potencial de favorecer el desarrollo
de plantas de café, asi como la capacidad de proteger a la planta de café frente a plagas
que afectan al cultivo en la regién, como es el caso de los nematodos. Por esta razén, el
presente trabajo de investigacion evalué el potencial de dos especies nativas (Rhizoglomus
dunense y Paraglomus laccatum) como bioprotectores del café variedad Caturra contra el
nematodo Meloidogyne incognita.

Se trabaj6 con plantulas de café de la variedad Caturra por ser una variedad que se adapta
muy bien a nuestra condiciones climaticas de la regién y por sus caracteristicas genotipicas
y fenotipicas que la caracterizan por tener una buena relacion entre calidad precio, que
esto lo hace muy apetecible por los caficultores de la region, ademas de haber muchos
estudios realizados con esta variedad para reducir el ataque de plagas y enfermedades

con el uso de HMA nativos que nos ayudan a proteger la planta.
En este contexto, el objetivo principal fue evaluar el efecto bioprotector de los hongos

micorriziﬁs arbusculares Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum sobreél dafio
causado por Meloidogyne incognita en plantulas de café de la variedad Caturra, para ello

se han fijado los siguientes objetivos especificos:

a) Evaluar el efecto protector de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum en el
desarrollo de plantulas de café de la variedad Caturra infestadas con Meloidogyne

incognita.
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Evaluar el efecto de la inoculacion de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum

sobre la incidencia y severidad de Meloidogyne incognita en plantulas de caté variedad
turra.

Evaluar el efecto de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum sobre las

poblaciones de Meloidogyne incognita en plantulas de café variedad Caturra.

Evaluar la actividad antioxidante enzimatica (succinato deshidrogenasa y B-

glucanasas) y no enzimatica (glutation reducido) producto de la interaccion Micorrizas

y Meloidogyne incognita en plantulas de café variedad Caturra.
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e .
CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Trejo-Aguilar et al. (2018), realiﬁron un experimento en la localidad de Veracruz (México)
con el objetivo de comparar el efecto de la inoculacién con consorcigs de hongos
micorrizicos y su interaccidon con nematodos fitopatoégenos en pléntuEs de café (Coffea
arabica) variedades Garnica, Catimor, Caturra y Catuai. Para ello aislé siete consorciade
hongos micorrizicos nativos de cafetales. Los resultados mostraron que el volumen de la
raiz de las plantas que 1ueﬁ1n inoculadas con HMA e infestadas con nematodos disminuyé
en 70,93%; sin embargo, earea foliar de las plantas se observd con apariencias sanas y
vigorosaha pesar de que el nematodo entro en la raiz y causé dafos, las hifas de los
hongos son capaces de permitir la absorcién de nutrientes y la planta completar su
desarrollo.

pinoza (2018), evaluo el potencial de micorrizas arbusculares para controlar nematodos
(Meloidogyne spp.) en café de la variedad caturra en diferentes condiciones
edafocliméaticas en las provincias de Lamas, Moyobamba y Huallaga, de la regién San
Martin. Para este experimento se utilizé 03 consorcios Micorrizicos colectados de las
mismas provincias donde instalé el experimento. Los resultados mostraron que la
severidad de infeccion causada por nematodo a las raices varia de acuerdo con la zona
donde se encuentra el cultivo; es asi que en Moyobamba a 1 040 m.s.n.m obtuvo un menor
porcentaje con 2,33% de infeccion, frente a su control que obtuvo un 8,3%, en Lamas a 1
215 m.s.n.m. presentd 2,97% de infeccion frente a su control que obtuvo un 7,85% y en la
provincia del Huallaga a 787 m.s.n.m. obtuvo una infeccion de 3,21% frente a su control

que obtuvo un 5,14%.

Chinchay (2016), realizd su investigaciéﬁ en relacion con determinar los efectos que
pueden estar presentes en la inoculacién de HMA nativos 1rentea nematodo agallador de
raices (Meloidogyne spp.) en el sistemaradicular y desarrollo de plantones de café (Coffea
arabica) variedad Caturra en la regién San Martin, esta investigacién se desarrollo bajo
condiciones de vivero. Como resultados de su investigacion reporté que algunos
consorcios de HMA reducen el porcentaje de infeccion causada de Melloidogyne spp. de
11,19% hasta 4,71%.

Del Aguila (2018), en un estudibrealizado en las instalaciones del IIAP en condiciones de
vivero a 330 m.s.n.m., evalué el efecto de la inoculacion de HMA en plantulas de café,
(Coffea arabica L.) variedad Caturra. La inoculacic‘:nae realizé con diferentes consorcios
de micorrizas, colectados en diferentes localidades de la region San Martin (Peru). Los
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resultados mostraron que todos los consorcios utilizados presentaron una variacion en el
porcentaje de colonizacion (13,8% hasta 30%) y un mayor desarrollo en las plantulas
inoculadas.

Cabrera (201 T)éealizf) su investigacion evaluando la respuesta antagonica de HMA contra
los nematodos del nudo (Meloidogyne spp.) en sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) bajo
condiciones de vivero. Los inc’:culo&de HMA utilizados en este estudio fueron recolectadas
de parcelas de sacha inchi y café de las provincias de Lamas y el Dorado. Los resultados
mostraron que la infeccién causada por Meloidogyne spp. en plantulas inoculada con HMA
se redujo en un 5% comparadas con aquellas que no fueron micorrizadas.

Pu et al. (2022), en un estudio realizado en Nanjing, China, estudiaron el comportamiento
de los HMA y su potencial en Salvia miltiorrhiza para generar defa‘nsas ante las infecciones
causadas por Fusarium. Realizaron una inoculaciéon anticipada con 1250 esporas/maceta
de HMA. El patégeno fue identificado como F. oxysporum, este fue multiplicado en las
raices de S. miltiorrhiza. Las plantas fueron repicadas a 30 dias después la previa
inoculacién con Iosgongos micorricicos arbusculares en macetas con suelo de arroz y
vermiculita (1:1 v/v) e iEculados con el patégeno en una concentracion de 10 esporas/ml.
Para ello realizaron 4 lratam@ios: (T1) NM-Fo; (T2) NM+Fo: (T3) MA-Fo; (T4) MA+Fo.
Los resultados encontrados mostraron que la incidencia de enfermedad y el indice de
enfermedad del 64 fueron solo 18,3% y 15,5%, respectivamente. Se evidencio un
incremento en el peso fresco de biomasa aérea y peso fresco de raiz en el tratamiento con
HMA, con un 11,74% y 34,56%, respeaivamente. La respuesta a la actividad de defensa
enziméé‘ca en el tratamiento con T4 aumentd la actividad de la -1,3-glucanasa en un
125%. Asimismo, la actividad de la quitinasa disminuyé significativamente en un 39 % y un

45 % después de la colonizacion por HMA o la infeccion por patdgenos, respectivamente.

Mehdinejad et al. (2021), su estudio realizado en Rafsanjan - Iran investigd hongos
antagonistas, micorrizas vesicular-arbuscular (Funneliformis mosseae, Rhizophagus
intraradices, Funneliformis caledonius) y Trichoderma ( Tricoderma aureoviride, Tricoderma
harzianum) yé'lezclas de ambos hongos contra Meloidogyne javanica en condiciones de
invernadero. El objetivo principal fue evaluar el efecto de hongos antagonistas en la
induccion de enzimas dﬁleiensa en plantulas de pistacho del cultivar Badami Riz Zarand,
para este experimento utilizé un disefio completamente al azar con 12 tratamientos en 3
repeticiones en invernadero. La inoculacién se realizoé en plantulas de pistacho en la etapa
de 8 a 10 hojas con 60 g de mezcla de micorrizas. Para los nematodos se inocularon 5000
juveniles de nematodo de segunda etapa 21 dias después del tratamiew con Trichoderma

en plataulas de pistacho. se evaluaron los indices de nematodos, numero de agallas,
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masas de huevos y segundos juveniles por gramo de raiz, el nUmero de huevos en cada
masa de huevos y el factor reproductivo después de 75 dias para cada tratamiento. El
experimento 2 se realizd corﬁbjetivo de evaluar el efecto de los tratamientos biol6gicos
sobre indices de nematgdos en un disefio completamente al azar con seis tratamientos y
tres repeticiones. Nivel de las enzimas de defensa Peroxidasa (POX), Polifenol oxidasa
(PPO) y fenilalanina amonio liasa {PALEstos se determinaron en cuatro tiempos de un
dia y medio, tres, cinco y medio y doce dias después de la inoculacién del nematodo. En
los resultados obtenidos el tratamiento con Trichoderma mostré una diferencia significativa
en todos los indicadores en comparacion con los otros tratamientos. El indice reproductivo
en el tratamiento con Trichodermay su combinacién con tratamiento con micorrizas
disminuyd en 72 y 33,3 y la poblacion de nematodos disminuyé en 73,4% y 36,2% en
comparacion con el testigo, respectivamente. F'Oﬁtro lado, el tratamiento con micorrizas,
aunque no presento diferencias significativas en el indice de agallas y la masa de huevos
con respecto al testigo, el numero de segundos juveniles y el factor reproductivo de
nematodos dieron como resultado una disminucion significativa en comparacion con el
control. Resultados previos sobre especies de micorrizas de Rizophagus irregularis en
plantas de tomate dieron como resultado que la masa y el nUmero de huevos en las raices
tratadas tienen una reduccion significativa. La mayor actividad enzimatica para POX y PPO
se presentd en varios tratamientos al dia 12. La mayor cantidad de actividad PAL en
plantulas tratadas con micorrizas y hongos Tricoderma se evidencié pasado cinco dias y
medio después de la aplicacién. La concentracion de diferentes enzimas aumenta luego
del tratamiento con micorrizas y Trichoderma en las plantas, cada una de las cuales juega
un rol fundamental en la limitacion del desarrollo de nematodos.

2.2. Fundamentos tedricos

2.2.1 Generalidades del café

a) El café peruano

Diaz y Willems (2017), menciona que el café es uno de los cultivos de mayor area
sembrada en la Amazonia (ocupa el 25% del area utilizada para la agricultura), su
expansion acelerada ha generado la destruccion de un 45% de bosque primario y el 25%
de instalacion en purmas.

En todo el territorio ﬁruano un total de 223 902 familias que generanaj economia a partir
del cultivo del café; enlas regiones de Junin, San Martin y Amazonas son las regiones con
mayor produccién de café, juntas hacen méas del 50% del total de la produccidon nacional

de café. Uno de los problemas a los que se afrontan las familias caficultoras es la falta de
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organizaciéon y mantienen sus fincas, sin manejo técnico a un total de 70% y 80%, sin
ninguna facilidad de acceso a préstamos y esto se ve reflejado en la baja productividad,
como resultado los bajos ingresos econdmicos y la pobreza (Diaz y Willems, 2017).

El cultivo del café se encuentra influenciado por distintos factores que determinan la
produccioén del cultivo, los cuales pueden variar en relacién con la zona geogréafica que
influird en la fisiologia de la planta por relacién con su estado nutricional, y entre otros

factores (Tabla 1).

Tabla 1
Factores que afectan la produccion del cultivo (Garcia et al., 2015)

Factores del cultivo Factores edafoclimaticos

Variedades Fotoperiodo

Fisiolégicos Temperatura (13° C, inferior y 32°
C, superior)

Calidad de semilla Precipitacion anual optima entre

1200 y 1800 mm

Nutricion Textura y estructura del suelo
Epoca de siembra Altitud y latitud
Plagas y enfermedades Humedad del suelo

b) Interacciones micorriza — café

De acuerdo con Trejo-Aguilar (2018), la micorriza arbuscular tieneﬁ capacidad de
disminuir la susceptibilidad y dafios que causan los fitopatégenos a las raices de las
plantas. El cultivo de café es una de las especies de plantas que presentan un grado
elevado de micotrofia y se harealizado estudios en los que se ha comprobado que los
HMA favorecen el desarrollo de la planta (Begum et al., 2019; Weng et al., 2022). Las
micorrizas generan muchos beneficios a la planta, entre los que mas resaltan es la
disminucion de dafios por fitopatégenos que se encuentran en el suelo, entre ellos los
nematodos que atacan las raices del cultivo (Quin et al., 2021; Chandrasekaran, 2022).
Las plantas que son inoculadas con HMA siguieron una tendencia de mayor desarrollo por
causa de los consorcios, pero se ha sugerido que la respuesta positiva no siempre suele

ser el resultado abtenido, por lo que en investigaciones demuestran que los inoculantes
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micorrizicos no pueden ser generalizados (Zhahg et al., 2014). Hernandez-Acosta et al.
(2019) menciona que para determinar el grado de eficiencia de los HMA debemos
considerar el inoculante que elegiremos con relacién al genotipo de la investigacién, de
estd manera en su investigacion en café demuestra que es importante la eleccion del
inoculante con relacion a la variedad de café con los estudios previos que se hayan
realizado.

Schouteden et al. (2015), menciona que para que ocurra el biocontrol y genere resultados
positivos es necesario el estudio previo de la especie de HMA. El efecto biocontrol de los
HMA contra nematodos se ha estudiado desde hace muchos afios, y con el desarrollo de
paquetes tecnoldgicos se pueden desarrollar nuevos resultados y mas avanzados (Weng
et al., 2022).

Los diferentes estudios realizados muestran resultados que la simbiosis que generan los
hongos micorrizicos arbusclualres y las plantas, ayudando a que estas sean capaces de
ser mas tolerantes al estrés bidtico y abiético en las que se encuentren (Perrot et al., 2022).
Se ha determinado que existe una dominancia de algunos géneros endomicorricicos en
plantaciones de café con particularidades diferentes para poder realizar estudios de
diferentes simbiosis que realizan entre plantas y hongos micorrizicos (Cregger et al., 2012;
Hawkes et al., 2011).

22.2 Las micorrizas

a) Generalidades de las micorrizas

La palabra micorriza (proviene del griego myces hongo y rizhe raiz), que son hongos que

se asocian con las plantas; donde Ambos, hongo y planta, salen beneficiados, a esto se
conoce como “mutualismo” (Camargoaicalde etal., 2012). A través de esta asociacion, el
hospedero (la planta) que suministra al hongo azucares, producto de su fotosintesis que
utiliza para completar su ciclo y por otro lado el hongo a través de los micelios le ayuda en
un mayor aprovechamiento de los minerales presentes en el suelo (Baker, 2018; Li et al.,
2018). El nutriente mas preferido es el fosforo y agua, que se encuentran en minimas
cantidades en el suelo, la interaccion micorrizica permite que la planta puede explorar mas
espacio en el suelo (Schweiger et al., 1999). Ademas, se han realizado estudios que
sefalan también ayuda en defensa coﬁra microorganismos parasitos presentes en la
superficie del suelo (Mlodzinska, 2009). Los HMA son considerados simbiontes obligados
en los vegetales y se pueden enconirar en cualquier ecosistema del suelo, especialmente

en suelos aridos haciendo simbiosis con gran cantidad de plantas (Martinez-Garcia, 2011).
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Importancia y efecto de los HMA

La importancia de los HMA radica en que la simbiosis entre hongo y las ra’&is genera
muitiples beneficios a la planta, entre los que se puede destacar: aumento en la superficie
de absorcion de las rﬁes que se ve reflejado en un mejor aprovechamiento de nutrientes
y el otorgamiento de cierto grado de proteccion y aumento de tolerancia ante condiciones
de estrés biodtico y abiético (Garzén, 2015; Qin et al., 2021; Chandresekaran, 2022). A
causa de los benews anteriores, los HMA estan siendo considerados como un
mecanismo con gran potencial para realizar un manejo ecoldgico de la agricultura bil6gica
(Masahari et al., 2023).

c) Tipos de micorrizas

De acuerdos a muchos estudios realizados se puede decir que existen una gran diversidad
de especies de micorrizas y tipoh Rivera et al. (2003) mencionan que por su forma de
asociacion con las plantas existen tres tipos de micorrizas: ectomicorrizas,
ectendomicorrizas y endomicorrizas.

a) Las ectomicorrizas

Son aquellos hongos que se puede visualizar sin la ayuda de un equipo Optico, por
presentar una capa comuin o manto de hifas formando tejidos cuando colonizan las raices
del hospedero (Smith y Read, 2000). Luego de formar estas estructuras las hifas penetran
la corteza se la raiz,ﬁero no llegan a penetrarlas a las células formando la red de Harting,

causando una serie de cambios en la morfologia de la raiz (Torrecillas et al., 2014).

b) Las ectendomicorrizas

Se caracterizan por presentar caracteristicas que se encuentran entre las ectomicorrizas
y endomicorrizas, estas se encuentran realizando simbiosis en un namero reducido de
plantas y micetos. (Rivera et al., 2003).

¢) Las endomicorrizas

Son aquellas que no se puede detectar de manera visible, estas pueden formar red
externa de hifas de menor abundancia que las ectendomicorrizas. La propagacion la
realizan a través de las raices de las plantas con las que hacen simbiosis, penetrando
dentro de las “celulas corticales”, pero no son capaces de alcanzar a penetrar en el
entodermo. Es un grupo que se encuentra presente en casi todos los ecosistemas del
planeta, este se encuentra dividido en varios subtipos, uno de los méas sobresalientes e
influyentes son un grupo de zigomicetos que pertenecen al orden Glomales (Rivera et al.,
2003).
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2.2.3 HMA usados en la agricultura
a) Género Glomus

Este género se caracteriza por presentar esporas, que en su mayoria son redondeadas y
tienen forma de un globo, en algunas ocasiones se encuentra que presentan
irregularidades y son pequefas y su diametro oscila entre 40 - 70 um, una de las
caracteristicas visibles al estereoscopio es que presentan un color hialino, amarillo,
anaranjado claﬁ y de marrdn amarillento a rojo claro. Una de las caracteristicas de este
género es que organizan en esporocarpios laxos de uno a méﬁde esporas. En ocasiones
se encuentran esporas agrupadas que lo conforman mas de 100 esporas, estas esporas
se unen débimente entre si, mediante conexiones de varias hifas. Una de las
caracteristicas de las esporas maduras es que en su interior contienen un liquido aceitoso
a manera de gotas y el tamafio varia de una a otra, el proceso de germinaciéon de una
espora puede ocurrir por hifa que la sostiene y de vez en cuando lo hace por la pared de
la espora (Barrios, 2017).

b) Género Rhizoglomus

Rhizoglomus es un género que se ha descubierto recientemente, abarca especies de
hongos micorrizicos arbusculares que con frecuencia forman abundantes esporas en el
suelo y las raices, "se caracteriza morfologicamente por esporas con hifas subtendientes
cilindricas (generalmente con un poro abierto en la base) y al menos dos o tres (rara vez
hasta cinco) paredes distintas capas. Filogenéticamente, el género forma un caldo
separado en las Glomeraceae. Ademas de, R. intraradices, el género incluye una gran
cantidad de géneros R. aggregatum, R. antarcticum, R. arabicum, R. clarum, R. custos, R.
fasciculatum, R. invermaium, R. irregulare, R. manihotis, R. microaggregatum, R. natalense
y R. proliferum. Algunas de estas especies fueron asignadas previamente a Rhizophagus.

un género patégeno que no pertenece al Glomeromycota” (Sieverding et al., 2014).
2.2.4 Los nematodos
a) Caracteristicas generales

Varas (2018) describe a un nematodo, como un fitoparasito que presenta el cuerpo semi
transparente, tiene una cubierta incolora que se le denomina cuticula o piel, una de las
caracteristicas mas que lo identifican son estrias u otras formas de marcas dependiendo
del tipo de especie el nematodo cambia de cuticula cada vez que pasa de una etapa a la
otra juvenil en su desarrollo, esta es producida a través de la dermis, que son un tipo de
células vivas y estas se encuentran distribuidas dentro de la cavidad del cuerpo y estan
separados en segmentos que dividen al nematodo cuatro franjas de tegumentos
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segmentales y estos tegumentos son los que hacen posible para que el nematodo pueda
desplazarse de un lugar a otro. El cuerpo de la hembra presenta el cuerpo de un color
blanco brillante y su cuerpo es de forma circular y tienen forma de una pera y su cuello es

rvado, en ocasiones se encuentra doblado. Su longitud se encuentra entre 350 pm y de

3 mm y en un ancho méaximo entre 300 y 700 micras (Orbe, 2019).

b) Principales fitonematodos
Segln Pérez et al. (2017) indica que uno de los factores que influyen en el ataque de

fitonematodos al cultivo de café es la elevacion sobre el nivel del mar donde se encuentra
el cultivo, en un estudio realizado revela que del 40 a 50% de incidencia Meloidogyne sp.,
encontro una cantidad de 22 636 individuos en 25 g de raiz, en localidades menores a los

1000 m.s.n.m. y 18 132 nematodos en localidades mayor a lo mencionado anteriormente.
c) Principales fitonematodos: Género Melodoigyne

La germinacién de esporas estacionarias cﬁifales a partir de esporas preexistentes
producidas en el suelo es el primer paso en la colonizacion del sistema radicular por los
HMA. A partir de ahi, el micelio se extiegie para infectar las raices. Las dos fases del
sistema micelial son el micelio exo-raiz, que esta en contacto directo con el suelo, y el
micelio endo-raiz, que se encuentra dentro de la corteza de la raiz y difiere en reproduccién
y expansion (Smith y Read, 2000).

Los fitonematodos del género Meloidogyne son parasitos sedentarios obligados que se
caracterizan por presentar una gran importancia econémica que se encuentran formando
parte de los factores que limitan el rendimiento de los cultivos en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo. Meloidogyne spp. es un fitonematodo que puede parasitar a un
promedio de 3 000 especies de plantas, entre cultivares y silvestres (Vera, 2014).

Segun (Peraza-Padilla 2013) este género puede encontrarse asociadﬁs a la mayoria de
los cultivos de cualquier ecosistema y causan muchos problemas en el desarrollo de las

plantas y como consecuencia de ello la reduccion de la produccion.

Clasificacion taxonémica

Reino : Animalia
Filo : Nematoda
Clase : Secernentea
Orden : Tylenchida

Familia: Heteroderidae.

Género : Meloidogyne.
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2.2.5 Defensas antioxidantes de las plantas

Las plantas se caracterizan por presentar un sin nimero de sistemas de defensas
antioxidantes (enzimatica y no enzimatica) para que estas obtengan sus funciones de
sefalizacion; algunas de las respuestas que la planta utiliza para defenderse o adaptarse
pueden considerarse como un sin nimero de factores abibticos y bibticos, asi como los

que no son preferentemente estreses (Gill y Tuteja, 2010; Fitter et al., 2004).

a) Defensas antioxidantes enzimée:ﬁas

Succinato deshidrogenasa (SDH): Es una enzima &le participa en el ciclo del acido
tricarboxilico de los hongos micorricicos arbusculares que reacciona con nitﬁzul cloruro
de tetrazolio (NBT) para formar formazan inaluble este es muy visible en las raices
(Vierheilig et al., 2005; Saito et al., 1993). La SDH es una actividad enzimatica que nos
permite evaluar la viabilidad de estructuras microscopicas o el estado funcional de tejidos

fungicos gue se encuentran metabdlicamente activos (MacDonald y Lewis, 1978).

Con estas evaluaciones nos permiten detectar y determinar la colﬁﬂzacién
fisioldbgicamente activa sobre la base de las actividades enzimaticas del HMA. Con este
método, se tifien todas las estructuras fingicas de los HMA metabolicamente activas, como
hifas, esporas, vesiculas y awsculos (Vierheilig et al., 2005). Todos los hongos
colonizadores revelados por la tincion de la pared celular fingica son metabélicamente
activos en plantas jovenes, pero este puede no ser el caso en plantas mas viejas (Abdel-
Fattah, 2001).

B — Glucanasas. Son enzimas que se encuentran cominmente en todo el reino vegetal y
existe bastantes estudios que estan involucradas en la respuesta al estrés y
especificamente en el mecanismo Endefensa de las plantas contra la infeccién por
patogenos (Perrot et al., 2022) Pero este mecanismo de defensa esta en relacia‘n con que
las B-glucanasas participan principalmente en el ensamblaje y reparacionfedicion de
microfibrillas de celulosa durante la biosintesis de celulosa en plantas (Vain et al., 2014).
En consecuencia, las B-glucanasas estan ancladas a la membrana plasmatica asociadas
con el complejo de celulosa sintasa y son necesarias para la correcta biosintesis de
celulosa en las paredes primaria y secundaria (Gu y Rasmussen, 2022). También se
encuentran implicadas en el mantenimiento de la resistencia mecanica de la pared
secundaria de las celulas, mediante para el desarrollo de la pared secundaria puede
conducir a que la planta presente un aumento en la cristalinidad de la celulosa, facilitando
el recubrimiento de microfibrillas de celulosa con xilanos durante la formacion de la pared

secundaria, lo que da como resultado paredes reforzadas (Glass et al., 2015).
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Defensas antioxidantes no enzimaticos

alutatic'm reducido (GSH). Es un tripéptido no proteico que se caracteriza por presentar
bajo peso molar formado por los aminoéacidos L-cisteina, acido L-glutdmico y glicina que lo
podemos encontrar presente en varios tejidos de las plantas (Fujita y Hasanuzzaman,

22; Lorang, 2019). El glutatién es indispensable para una buena defensa hacia el ataque
patbgenos de las plantas en respuesta al estrés que es causado por estos
microorganismos que producen en las plantas urﬁtrés oxidativo (Meyer et al., 2001). Por
lo tanto, la concentracion de glutatién reducido esta implicada en la respuesta al estrés
biético en las plantas, debido a que una planta infectada por algun patégeno induce a la
produccion de peréxido de hidrogeno como parte de la respuesta hipersensible, y la cual
es potenciada por el dxido nitrico (Pogany et al., 2009; Kuzniak et al., 2013). Las células
vegetales desafiadas con un aumento de peroxido de hidrogeno utilizan su maquinaria
antioxidante para mantenerlo bajo control, lo que a su vez conlleva a elevar la
concentracion de glutation reducido en conjunto con distintos cambios en el contenido de
glutation en diferentes compartimentos subcelulares (Palmieri et al.,2010; Han et al., 2013;
Zechmann, 2020).

.
2.3. Definicidon de términos

HMA (hongos micorrizicos arbusculares): son microrganismos que se encuent
presentes en el suelo y realizan siobiosis con las plantas. Estos aportan beneficios a las
plantas, ayudandoles en la absorcion de nutrientes que se encuenran en pocas cantidades
en el suelo y actuando como bioprotector contra microorganismos que atacan a la raiz
(Barrera, 2009).

Porcentaje de colonizacion: se define como la presencia de estructuras fingicas dentro
de la raiz de una planta, las raices colonizadas se obtiene con la proporcion nUmero de
cruces de raices colonizadas, dividiendo con el nimero total de raices cruzadas en una
cuadricula de la caja Petri multiplicado por 100 (Sangabriel-Conde et al., 2010).

Fitonematodo: son nematodos que atacan a las plantas, y se puede definir como
organismos filiformes, presentan el cuepo sin segemntos,redondeados, parecidos a
lombrices y que son cubiertos de una cuticula de color hialina y presentan un estilete
(Guzman et al., 2012).

Incidencia: se define como el nUmero de organos afectados con respecto a la totalidad

de de los organos estudiados de la planta (Arguedas-Gamboa et al., 2019).
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Severidad: se define como “la frecuencia con la que se presentan las diferentes categorias

de dafio en relacion con el total de arboles enfermos” (Arguedas-Gamboa et al., 2019).
Colonizacidn: la colonizacion de las hifas de los HMA es aquella que inicia por la

epidermis de la raiz de la planta, los arblsculos, colis y vesiculas son denominados hifﬁ
extra radicales, la colonizacion del hongo a la planta se puede determinar como el
porcentaje de vesiculas e hifas septadas entre sitios de la raiz (Lara-Pérez et al., 2014).

Micorriza: se denomina como la asociacion de las raices de las plantas con un grupo de
hongos presentes en el suelo, esta es la que se encuentra con mayor frecuencia y
representa a los 6rganos del hongo y ayuda a la absorcion de agua y nutrientes a la planta
(Herrera et al, 2019).

Arbusculos: son definidos como “una hifa que se encuentran en la estructura central de
la simbiosis micorrizica arbuscular juegan un papel crucial en las funciones principales de
interaccﬁw, la mejora de la nutricion de las plantas y el biocontrol de los patégenos de las

raices” (Franken et al., 2007).
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,
CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1.Ambito y condiciones de la investigacién

3.1.1 Contexto de la investigacion
a) Ubicacion politica

El trabajo se realizé en el vivero de la Escuela de Agronomia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de San Martin, que se encuentra ubicado en el Jr.

Amorarca 3ra cuadra — distrito de Morales, provincia de San Martin, regién San Martin.

b) Ubicacién geografica
Se encuentra en el distrito de Morales en el jirdn Amorarca, ciudad universitaria en el vivero

de la Facultad de Ciencias Agrarias, pabellon B.
Latitud: -6°29'11.69"S

Longitud: -76°22'46.14"0

Altitud: 230 m.s.n.m.

2

3.1.2Periodo de ejecucion

El presente estudio de investigacion se realizé entre julio de 2021 a noviembre de 2022.
3.1.3 Autorizaciones y permisos

La utilizacion de microorganismos del banco de germoplasma de hongos micorricicos
arbusculares del LBGM, no esta restringida para su uso en bio-ensayos de investigacion.

3.1.4Control ambiental y protocolos de bioseguridad

1
En el Laboratorio de Biologia y Genética Molecular (LBGM) de la Universidad Nacional de
San Martin (UNSM), y vivero se realizd un adecuado manejo de los plasticos, colocandolos
en un lugar separado de los residuos organicos, los reactivos utilizados se colocaron en un

lugar donde no afectaba al agua y las personas.

Como protocolos de bioseguridad se tomo un lugar alejado para evitar la diseminacién de los
nematodos y esto haya afectado a otros experirEmos dentro del vivero y sala de crecimiento
vegetal. En esta ultima, se realizd un control de condiciones de humedad, temperatura, riego,
iluminacion (controlando las horas luz), para la inoculacion de los nematodos en plantulas de
café caturra. Ademas, se implementd protocolos de bioseguridad en areas donde se realizd

los trabajos, sometiendo los materiales a esterilizacién a 121°C por 15 minutos.
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3.1.5 Aplicacion de principios éticos internacionales
La presente investigacion respeta los principios éticos generales de la investigacion: totalidad/

integridad, respeto a las personas, respeto al ecosistema, beneficencia y justicia.

3.2.Sistema de variables

3.2.1 Variables principales
Variable independiente

1
- Inoculacidon de plantulas de café variedad Caturra con especies nativas de
Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum.

- Infestacion con Meloidogyne incognita.

Variable dependiente

- Porcentaje de colonizacion de HMA en raices de café.
- Caracteristicas del desarrollo vegetativo de plantulas de café variedad caturra.

- Grado de incidencia y severidad causada por Meloidogyne incognita en las raices de
café variedad Caturra.

.2.2 Variables secundarias
Contaminaciéon no controlada del patogeno in vitro.
Condiciones semicontroladas de plagas y enfermedades para el desarrollo de las
plantulas de café variedad Caturra.

2
3.3 Procedimientos de la investigacion

3.3.3 Evaluar el efecto protector de Rhizoglomus dunense y Paraglomus
laccatum en el desarrollo de plantulas de café variedad Caturra infestadas
con Meloidogyne incognita.

a) Actividades preliminares

Para determinar la especie de Meloidogyne mas dominante en las plantaciones de café, se
recolectaron raices con agallas de nemato, y con ayuda de un estereoscopio se separaron
las masas de huevos encontradas estas se colocaron en una placa Petri con agua por 48
horas luego de obtener los juveniles, los nematodos obtenidos se colocaron en una maceta
con plantulas de tomate, durante un periodo de tres meses.
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Identificacion molecular de Meloidogyne incognita

Para este proceso se extrajeron 10 nematodos hembras por plantulas de tomate, para ello se
usaron los primers Mi-Fv (5-GTGAGGATTCAGCTCCCCAG-3') y Mi-Rv (5-
ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC-3'), primers especificos para la identificacion de
Meloidogyne incognita.

Multiplicacién de Meloidogyne incognita identificada.

Luego de la identificacion de la especie Melofdogﬁ incognita, se procedio nuevamente a
multiplicar los nematodos en plantulas de tomate y se procedid a la siguiente metodologia de
Atamian et al., (2012). Se lavaron las raices con hipoclorito de sodio al 0.05%, luego se
cortaron las raices en trozos de 10 centimetros aproximadamente y se licuaron por 3 veces
con un intervalo de 30 segundos cada una. Luego con se realizo el lavado con abundante
agua y la ayuda de 2 tamices, de 250 ym y 38 ym uno sobre otro, realizar el lavado con
abundante agua. Se recolectd todo lo obtenido en el tamiz de 38 ym. Luego se colocd sobre
una pl Petri con maya metélica prefabricada, papel toalla y agua destilada y sobre ello se
colocd los huevos obtenidos en el tamiz de 38 um y se dejo eclosionar por 48 horas. Los
nematodos juveniles obtenidos se colocaron nuevamente en plantulas de tomate para
posteriormente ser utilizados como fuente de in6culo en las plantulas de café (Figura 1).

Figura 1.

Proceso de aislamiento e identificacion de Meloidogyne incognita. A. Masas de huevos B. Raices de
tomates con nodulos C. Licuado de raices D. Placas para la eclosion de huevos E. Plantulas de tomate
con nematodos E. Nematodos hembras.
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b) Preparacion de Meloidogyne incognita

Para preparacion de la fuente de inéculo se repitié el proceso anterior, todos los nematodos
juveniles obtenidos se colocaron en un vaso de precipitado en agitacion magnética para
homogenizarﬁara determinar el nimero de nematodos por ml de agua se coloco en una
placa Petri y se realizo el conteo con la ayuda de un estereoscopio y un contador manual.

La inoculacion se realizd con un total de 2000 nematodos juveniles por cada maceta de

plantula de café después de 30 dias de sembrada en la maceta.
Preparacion de sustrato

El sustrato empleado para la investigacion estuvo constituido por suelo agricola y arena de
cuarzo, los cuales previamente fueron esterilizados en tres ocasiones a 121° C durante 1
hora. Posterior a la esterilizacion del suelo agricola y arena se dejaron secar por tres semanas
y posterigumente se continuo con el llenado de las macetas de plastico de 3 kg, cada maceta
contenia suelo agricola y arena en una proporcion 2:0.5 (Figura 2).

Figura 2.
Preparacion del sustrato: A. Esterilizacion del suelo. B. mezclado de sustrato C. Llenado de macetas.

3
c) Colecta y germinacion de la semilla

Las semillas de caté variedad Caturra fueron coleclada en campo y seleccionadas a partir
de plantas libres de enfermedades. La germinacion de las semillas se realizé en una camara
de germinacién con arena estéril, las semillas fueron cubiertas con una capa fina de arena y
se mantuvieron con riegos a capacidad de campo durante 30 dias. Transcurrido el tiempo se
observo la emergencia y formacioén radicular, etapa denominada “fosforito” a las plantulas en
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germinacion. Las plantulas en emergencia se sembraron en macetas con los sustratos
estériles establecidos (Figura 3).

Figura 3.
Germinacion de semilla: A. Seleccién de semilla. B. Cama Almaciguera. C. Plantulas en etapa
denominada “fosforito”.

Inoculacion de los HMA

Se emplearon las cepas de HMA Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum, ambas
cepas fueron colectadas de plantaciones de café y sacha inchi de parcelas de Chazuta,
provincia de San Martin, region San Martin con las coordenadas UTM (18
377,2029,274,203., posteriormente fueron identificadas molecularmente y multiplicadas en
plantas trampa de sorgo y brachiaria en macetas, en condiciones de vivero. Luego fueron
almacenadas a 4 °C en el laboratorio hasta su uso. Los indculos de HMA estuvieron
establecidos en diferentes tratamientos, los cuales se presgnan en la Tabla 2. Asi mismo,
cada inéculo estuvo compuesto por 1000 esporas por maceta e inoculados mediante
recubrimiento de semilla (Figura 4).
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Tabla 2
Tratamientos de la investigacion en plantulas de café variedad Caturra inoculadas con HMA y
Meloidogyne incognita.

Tratamientos Descripcion
Control Plantula de café variedad Caturra
Rd Plantula de café variedad Caturra + Rhizoglomus dunense
Pl Plantula de café variedad Caturra + Paraglomus laccatum
Rd+P Plantula de café variedad Caturra + Rhizoglomus dunense +
+
Paraglomus laccatum
RdaMi Plantula de café variedad Caturra+ Rhizoglomus dunense +
+IVi
Meloidogyne incognita
PLMi Plantula de café variedad Caturra + Paraglomus laccatum +
+ IVl
Meloidogyne incognita
RLsPLM Plantula de café variedad Caturra + Rhizoglomus dunense +
+Pl+Mi
Paraglomus laccatum + Meloidogyne incognita
Mi Plantula de café variedad Caturra + Meloidogyne incognita

ura 4.
Inoculacién de los HMA. A. preparacion de inéculo micorrizico B. Inoculacién de plantula de café
variedad Caturra. C. Cubrir con sustrato restante.

1
e) Inoculacién de Meloidogyne incognita

Para la inoculacion de los nematodos previamente se dejo a las plantas de café con las
micorrizas durante 30 dias posteriores a su siembra, transcurrido esos dias se inicié con la
infestacién con nematodos. Para ello se tenian preparadas las muestras como se describid
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anteriormente. Estableciéndose un total de 2000 nematodos por maceta. Una vez obtenido
el nimero de nematodos deseado, se transfirieron al vivero para su respectiva inoculacién en
cada maceta con planta de café micorrizadas (Figura 5).

Figura 5.

Preparacion de Meloidogyne incognita: A. Raices de tomate con nddulos. B. Cortado de raices. C.
Licuado de raices. D. Filtrado en tamices. E. colocacion de los huevos en las placas. F.
Homogenizacion del inéculo. G. Conteo de nematodos. H. Inoculacién en el café.

f) Evaluaciones de plantulas de café variedad Caturra

Las plantas de café en los diferentes tratamientos se mantuvieron en condiciones de vivero
durante 145 dias posteriores a la inoculacion de los HMA y nematodos. Durante el transcurso
de los 145 dias que constituyeron la invesl'aacibn en vivero se realizaron diferentes tipos de
evaluaciones para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum en
el desarrollo de plantulas de café y el efecto de Meloidogyne incognita.

g) Altura de plantas de café variedad Caturra

La medicion de la altura de la plantula de café se realizd a partir de un mes después del
repique en las macetas, las evaluaciones se realizaron caﬁ: 15 dias, la toma de las medidas
se utilizd una regla metélica graduada, la medida se tomé desde la base de la planta hasta la
base de la yema terminal.
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1]
h) Diametro de tallo

La medicion del diametro del tallo se realizd a partir de un mes después del repique en las
macetas, las evaluaciones se realizaron cada 15 dias, la toma de las medidas se utilizd un
vernier digital y se realizd la medicion a 1 cm del sustrato.

i) Ndamero de hojas

El conteo del niumero de hojas se realizé cuando salieron las primeras hojas verdaderas

después del cotileddn, las evaluaciones se realizaron cada 15 dias, en un total de 115 dias.

j) Contenido de clorofila

Para la medicién del porcentaje de clorofila se realizd después de los 145 dias de la siembra
de las %‘utulaa estaban en las macetas y para este proceso se utilizé un medidor de clorofila
SPAD Single-photon avalanche diode (Diodo de avalancha de fotén Gnico), que nos
determiné el contenido de clorofila a y b.

k) Peso fresco de la biomasa

Las plantas de café se cortaron a 1 cm del sustrato a los 1& dias de sembradas en las
macetas, a partir de ello se peso el tallo, las hojas y las raices en una balanza analitica.

) Peso seco de la biomasa

Las hojas, tallos y raices posterior a su pesado 1u%an trasladados a una estufa de 60°C
durante 3 dias, para su desecacion y a partir de esto se realizo el pesado de las muestras en
una balanza analitica.

m) Area foliar

4
Se recolectaron todas las hojas de cada planta y fueron escaneadas para determinar el area

foliar (cm?) mediante el uso del programa FIJI (Fiji Is Just Image).

n) Analisis foliar de NPK

Las muestras de hoja y tallo secos (biomasa seca) fueron enviados al Instituto de Cultivos

Tropicales (ICT) para la realizacion de los analisis nutricionales (NPK).




41

o) Porcentaje de colonizacién micorricica

Tincion de raices
Para determinar el porcentaje de colonizacion de los HMA a las raices, se utilizoé el método

de Phillips y Hayman (1970), el procedimiento se inicidé colocando las raices en tubos de
ensayo que contenian KOH cubriéndolas por completo, luego se colocd durante 60 minutos
en bano maria a 90°C. Luego se agrego peroxido de hidrogeno de 20 de volumen por un
minuto y seguidamente se enjuago tres veces con aguay se agrego tinta Parker azul por 15
minutos a temperatura ambiente. Se colocé por 10 minutos en bafio maria a 90°%
poslen'onﬁme se le enjuagd 2 veces con agua. Se agrego lactoglicerol, luego se mont6 en
laminas y se cubrié con cuba;bjelos luego se visualizd en el microscopio 6ptico con un
aumento de 200X (Figura 6). El porcentaje de colonizacion con la siguiente férmula:
N° de raices colonizadas

% de colonizacion = x 100
% z N° total de raices observadas

Figura 6.
Proceso para determinar colonizacion: A. preparacion de raices. B. Montado de raices en laminas. C-
D. Estructuras flngicas (Vesiculas-Hifas).

p) Andlisis estadistico

Todas Iastﬁ'aluaciones morfoldgicas, colonizacion y contenido de NPK fueron analizados
mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 4ax2b, teniendo como
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variable a los HMA y como variable b a los nematodos. A partir de ello se realizd una
a’nparacic’m de medias para determinar los mejores tratamientos, mediante una

comparacion de medias de Tukey (p<0,05). Todos los analisis se realizaron con el programa
estadisticos R.

2
3.3.4Evaluar el efecto de lainoculaciéon de Rhizoglomus dunense y Paraglomus

laccatum sobre la incidencia y severidad de Meloidogyne incognita en
plantulas de café variedad Caturra.

a) Determinacion de porcentaje de incidencia

Para ello se contd el numero de plantas que fueron afectadas con los nematodos entre el
nimero de plantas muestreadas por 100.

b) Determinacién de indice de severidad

Para este procedimiento se realizd luego de cinco meses deﬁad de las plantulas, las cuales
se separaron del suelo de las raices &I café y se contaron el nUmero de nédulos presentes
en las raices y se comparara con la escala visual del indice de nodulacién (Bridge y Page,
1980) que va desde el grado 0 hasta 10 (Figura 7).

0 Sin nédulos en las raices 1 Pocos nédulos pequeiios,
dificiles de encontrar

2 Pequeiios nodulos pero 3 Algunos nédulos mas

claramente visibles, Raices gn-ln von vislbles. Raices m....m pere Frices
,mn,..a.. u.,t..

e

fM.nupnudnm
principales infestadas

; 10 Todas las raices severamente
; O Todas las raices seversmente infostadas. No hay sistems

8 Todus las mices principales iy Pluntas wsilments  radicular, Pluntas wuslments
infastadas. Pocas raices limplas 0 T
visibles

igura 7.

Escala visual del indice de nodulacion (Bridge y Page, 1980).




c) Andlisis estadistico
Los resultados fueron analizados mediante un disefio completamente al azar. A partir de ello

se reﬁzé una comparacion de medias para determinar los mejores tratamientos, mediante
una comparacion de medias de Tukey (p<0,05). Todos los andlisis se realizaron con el
programa estadisticos R.

3.3.5Evaluar el efecto de Rhizoglomus dunenseﬁParaglomus laccatum sobre
las poblaciones de Meloidogyne incognita en plantulas de café variedad
Caturra.

a) Determinacion de densidad de nematodos

Las éntulas de café en los diferentes tratamientos se mantuvieron en condiciones de vivero
durante 145 dias posteriores a la inggylacion de los HMA y nematodos. Transcurrido el tiempo
establecido se realizo la evaluacion de las densidades poblaciorﬂes de nematodos presentes
en el suelo, raihy en total. La evaluacién se realizd mediante el método de la bandeja con
modificaciones basado en Rojas y Salazar (2013).

Se peso 100 gramos de suelo de cada una de las macetas de los tratamientos que se habian
inoculado nematodo. Se coloco en tubos con malla prefabricados, estos se colocaron en
envases de plastico de medio litro, adicional a ello se colocé papel toalla. Posteriormente se
agrego el suelo en cada envase y luego se humedeci6 agua filtrada hasta el nivel del suelo,
esto se dejo reposar por 48 horas. Luego de transcurrido ese tiempo el agua se pasé por un
tamiz de 37 um, donde quedaron los nematodos, estos con la ayuda de una piseta con agua
se coloco en una placa Petri graduada. Finalmente, el conteo se realiz6 con la ayuda de un
contador manual (Figura 8).

Figura 8.

Determinacion de densidad de nematodos. A. Pesado de muestras de suelo. B. Tubos con malla
prefabricados. C. Conteo de nematodos.
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b) Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados mediante un disefio completamente al azar. A partir de ello

se realiz6 una comparacion de medias para deteﬁnar los mejores tratamientos, en el caso
presentaran diferencia significativa, mediante una comparacion de medias de Tukey (p<0.05).

Todos los andlisis se realizaron con el programa estadisticos R.

.3.6 Evaluar la actividad antioxidante enzimatica (succinato deshidrogenasa y
B-glucanasas) y no enzimatica (glutation reducido) producto de la
interaccién Micorrizas y Meloidogyne incognita en plantulas de café
variedad Catyra.

a) Determinacion de la enzima succinato deshidrogenasa

Las raices de difaemes tratamientos se cortaron en segmentos de 1 cm de longitud y se
incubaron en una solucién buffer SD en tubos de 2 ml y se incubaron a 25 °C durante 5 horas.
Transcurrido el tiempo se eliminaron la solucién buffer.SD y se afadi6 hidrato de cloral,
seguido se llevaron las muestras a bafo maria durante 60 minutos a 90° C. A continuacion,
se elimira el hidrato de cloral y se cubrieron las raices con fucsina y se contratifieron durante
2 dias. Finalizada la tincién, las mueeﬁas fueron enjuagadas en lacto glicerol y fueron
cortadas las raices para ser montadas en laminas portaobjeto. Luego se observaron en el
microscopio a 20x. Las zonas donde actud la SDH se visualizaron de color azul oscuro y las
areas de micelio inactivo o muerto se tifieron de rosado. Escala: sin actividad (sin tincion),

baja actividad (tincién normal) y alta actividad (tincion densa).

b) Determinacién del glutatién reducido (GSH)

Se pesaron 0,1 g de tejidos de hojas y raices para luego ser trituradas CDEyuda de morteros
Opulde TCA3%y

se mezclo p(ﬁ inmersion 8 veces. Posteriormente, las muestras fueron llevadas a

en nitrogeno liguido. Una vez las muestras estuvieran polvos se anadio

centrifugacion 13500 rpm durante 10 minutos y traspasar cyidadosamente el sobrenadante
para preparar la siguiente mezcla de reacciéon: 300 gl de la muestra (TCA 3% en el caso de
blanco), 400 yl de Buffer Tris HCL 1M pH 8, 25&;.“ de agua. La mezcla se incubo a 28°
durante 30 minutos. Posteriormente se anadié 50 pyl de DNTB a 5 mM y se incubo a
temperatura ambiente por 15 minutos. Transcurrido el tiempo se debe medbla muestra
blanco en una absorbancia de 412 nm y se continué con la determinacic’:&del contenido de
glutation por medio de una curva de concentracién o calibracién de GHS. Con los resultados

determind los coeficientes de la funcion lineal para determinar la concentracion de GSH.
Una vez determinadas Ia variables se calculd la concentracién de GSH (Para cada muestra

del ensayo) empleando la siguiente formula:
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GSH (nmol/g) = [GSH]*vol. de reaccion* vol. Extraccién/vol. Alicuota*PF*100

- Vol. Reaccion (ul): volumen de la mezcla de reaccion, que en este caso va a ser 1000.

- Vol. Extraccion (ul): volumen de extraccion, que en este caso va a ser 750.

- Vol. alicuota (ul): volumen de alicuota de extracto utilizada en la mezcla de reaccion, que
en este caso es 300.

- PF (g): peso fresco de la muestra que en este caso va a ser alrededor de 0,1g.

c¢) Determinacién del B-glucanasas

Se pesaron 0,1 g de tgiidos de hojas y raices para luego ser trituradas con ayuda de morteros
en nitrégeno liquido. Se tomo 100 ul de extracto crudo y se mezcld con 900 ul de laminaria al
0,09% diluida en acetato de sodio 0,1 M pH 6,8, se incubo a 35° C durante 1 hora a 350 rpm.
Posteriormente se afadié 1 ml de reactivo de Somogyi y se calentd en agua hirviendo por 15
min, transcurrido el tiempo se dejo enfiar para poder adicioanr 1 ml de reagtivo de Nelson y
con ello se realizé lecturas 520 nm, 610 nm y 660 nm en espectrofotémetro. Se utilizd glucosa
como estandar y se realizd la curva de la calibracién con una solucién de glucosa a 100 mM,
de la cual se diluyé 10 mM para preparar las siguientes concentraciones. Con los resultados
obtenidos se determind el coeficiente de funcion lineal y la concentracién de glucosa:

Abs = GLU.a+b
GLU = (Abs-b)/a

Finaimente se calculé la concentracion de la enzima mediante la siguiente formula:

Concentracion enzimitica

Producto GLU [::Til] xVol de reaccion [ml]

= (U/ml)

" Tiempo de reaccion [min]x Vol extraccion [ml]

d) Analisis estadistico

Todas Iasaaluaciones de morfologicas, colonizacion y contenido de NPK fueron analizados
mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 4ax2b, teniendo como
variable a los HMA y como variable b a los nematodos. A partir de ello se realizd una
a'nparacic‘m de medias para determinar los mejores tratamientos, mediante una
comparacién de medias de Tukey (p<0,05). Todos los analisis se realizaron con el programa
estadisticos R.




46

;
CAPITULOIV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluar el efecto protector de Rhizoglomus dunense y Paraglomus
laccatum en el desarrollo de plantulas de café variedad Caturra infestadas con

Meloidogyne incognita.

Las plantas de café en los diferentes tratamientos establecidos mostraron diferencias en
todos los parametros evaluados tanto durante la ejecucion en circunstancias de vivero como
en las evaluaciones finales después de 145 dias de inoculacion HMA y Meloidogyne
incognita. Todas las evaluaciones realizadas permitieron determinar el efecto de Rhizoglomus
dunense y Paraglomus faccatuan el desarrollo de plantulas de café y su efecto protector
sobre Meloidogyne incognita. A continuacion, se presentan los resultados de todas las
evaluaciones establecidas.

a) Altura

El analisis de |a altura de las plantas de café a los 145 dia posteriores a la inoculacion con

HMA e infeccion con Meloidogyne incognita, evidencié diferencias significativas entre los
tratamientos, (Tabla 3). La primera evaluacion de la altura de las plantas Sﬁealizé alos 30y
asi en forma periodica cada 15 dias, empezandose a observar diferencias significativas entre
los tratamientos a los 75 dias. Los tratamientos con mayor pr[&dio de altura fueron Rd,
Rd+PI, Rd+Mi y Rd+PI+Mi, con 18,47, 18,29, 18,13 y 17,61 cm, respectivamente, los cuales
no presentaron diferencia significativa entre ellos. Mientras que los tratamientos Control y Mi
presentaron menor promedio de altura con 7,57 y 7,18 cm, respectivamente (Figura 9 y 10).

Tabla 3
Analisis de varianza de la altura de plantas de café variedad Caturra con diferentes tratamientos de
Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias posteriores a la

inoculacién.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 3119,3 1039,8 680,215 <0,0001 ***
Nematodo 1 3 3 1,989 0,161
HMA:Nematodo 3 1,6 0,5 0,338 0,798
Error 112 171,2 1,5
Total 119 32951

NS = no significativo **= altamente significativo ™= muy altamente significativo

C.V=9,5% Re= 93%
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Figura 9.

Efecto de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum sobre la altura de plantas de café variedad

Caturra infestadas con Meloidogyne incognita en mediciones intercaladas de 15 dias durante un total

de 145 dias posterior a la inoculaciéon.
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Figura 10.

Comparacion de medias de altura de plantas de café variedad Caturra con diferentes tratamientos para

determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd) y Paraglomus laccatum (Pl) infestadas con
Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.
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Los resultados muestran |la capacidad biofertilizantes de Rhizoglomus dunense en las plantas
de café variedad Caturra, y ademas esta misma especie presenta la capacidad bioprotect%a
frente a Meloidogyne incognita, al no presentarse diferencias significativas entre los
tratamientos inoculados con esta especie de HMA y los tratamientos con la misma especie
de HMA y Meloidogyne incognita. El beneficio que se presenta Rhizoglomus dunense en
estos resultados en la evaluacion de la altura de las plantas de café se relaciona a la
capacidad que tienen los WA para realizar simbiosis con las raices de la planta hospedante,
permitiendo una mayor capacidad de absorcion de nutrientes resultando en un mayor
desarrollo de la planta en comparacion de plantas que no presentan esta simbiosis, y todo
esto permite que la planta presente un mayor desarrollo vegetativo y fisiolégico para
defenderse a condiciones adversas como estrés bidticos o abidticos (Lin et al., 2021, Saparrat

et al., 2020).
Estos resultados son similares a los reportados por Hernéndez-Acoﬁi et al. (2020), quienes

inocularon HMA a plantas de café, tanto una especie Unica como fue Rhizophagus aggregatus
y también en consorcio (Glomus claroides, Rhizophagus diaphanus y Paraglomus albidum),
de tal manera obtuvieron mayor altura de plantas de café al inocular la especie sola y en
consorcio, en comparacion de con sus plantas testigos. Del Aguila et al. (2018), también
presenta resultados positivos en la capacidad biofertilizante de los HMA en plantas de café,
é inocular nueve consorcios de HMA nativos de la region San Martin, obteniendo mayor altura
de las plantas inoculadas en comparacion con las no inoculadas, en aproximadamente 10%
mayor altura. En la investigacion desarrollada por Ibarra-Puén et al. (2014), obtuvieron mayor
altura de plantas de café al presentar la inoculacion con Rhizophagus intraradices, obteniendo
diferencia de 6 cm entre las plantas con presencia de HMA y las plantas testigos, a los 140
dias posteriores aﬁ inoculacion. En el caso de Trejo et al. (2011), obtuvieron una gran
diferencia de altura de plantas de café, al presentar plantas de café superiores a los controles
en un 91% cohrespecm a sus alturas. Todas estas investigaciones muestras la capacidad
biofertilizante de los HMA en las plantas de café, pero todo ello sucede a partir de la
inoculacién de estos microrganismos en su etapa inicial de desarrollo, permitiendo que se

desarrolle una simbiosis entre el microrganismo y la parte radicular de la planta.
En relaciéon con el efecto bioprotector de los HMA se evidencia en los resultados que las

plantas inoculadas con Rhizoglomus dunense y Meloidogyne incognita, no dﬁencian
significativamente con el tratamiento sin la presencia del patdgeno. Este resultado es similar
a lo reportado por Trejo-Aguilar et al. (2018), quienes empleando siete diferentes consorcios
de HMA en plantas de café no presentaron diferencias significativas en las alturas de plantas
en presencia o ausencia de nematodos. La capacidad bioprotectora que se le atribuye al HMA

es relacionada precisamente con no presentar dafios o efectos negativos a la planta en
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presencia de un patdgeno, presentando el mismo desarrollo vegetativo, y esto se podria
deber a que la planta ya presenta una simbiosis con el HMA, estos microorganismos se
establecen en las raices de la planta impidiendo el establecimiento o invasion de cualquier
patégeno presente en al rizosfera o en todo caso reduciendo su capacidad invasiva en el

tejido radicular de la planta hospedante (Kolawole et al., 2018).

b) Diametro de tallo
El andlisis estadistico en el diametro de tallo daas plantas de café variedad Caturra a los

145 dias posteriaﬁs a la inoculacién evidencia diferencia significativa entre los tratamientos,
esto se refleja en el analisis de varianza (Tabla 4). La wnera evaluacion del nimero de hojas
de las plantas de café en los diferentes tratamientos se realizo a los 30 dias posteriores a la
inoculacién con Meloidogyne incognita, pero se observo las diferencias de nimero de hojas
entre tratamientos a los 60 dias posteriores a la inoculacién. La diferenciaﬁ crecimiento del
diametro de tallo en el tiempo se presenta en la Figura 11. Mientras que en la Figura 12 se
presenta los resultados de la ultima evaluacion del diametro de tallo en plantas de café de
todos los tratamientos, indicandose que el tratamiento con mayor promedio de diametro de
tallo fue el tratamiento Rd, tratamiento de café con Rhizoglomus dunense, obteniendo 2,9 mm
de diametro de tallo promedio. Mientras que los tratamientos Control, Pl, Pl+Mi y Mi
presentaron menor promedio de diametro de tallo con 1,73, 1,78, 1,82 y 1,77 mm,

respectivamente, y no difiriendo estadisticamente entre ellos.

bla 4

Analisis de varianza del diametro de tallo de plantas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias
posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 29,391 9,797 407,923 < 0,0001 ***
Nematodo 1 0,034 0,034 1,402 0,2389
HMA:Nematodo 3 0,248 0,083 3,442 0,0198 *
Error 112 2,69 0,024
Total 119 32,363
NS = no significativo **= altamente significativo ***= muy altamente significativo

C.V=6,8% R*= 92%
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Efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) sobre el

diametro de tallo de plantas de café variedad Caturra, en mediciones intercaladas de 15 dias durante

un total de 145 dias posterior a la inoculacion.
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Figura 12.

Comparacion de medias del diametro de tallo de plantas de café variedad Caturra con diferentes
Etamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y

Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.
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Los tratamientos con Rhizoglomus dunense han permitido mayor desarrollo del diametro de
tallo de las plantas de café, eso se puede ver en los resultados que en los tratamientos sin
esta especie de HMA el diametro no difiere con la planta control. Esto permitiria ir
demostrando que Rhizoglomus dunense tiene una gran capacidad biofertilizante en plantas
de café, al permitir un mayor desarrollo vegetativo, y también se evidencia su capacidad
bioprotectora al no presentar una disminucion de su desarrollo en presencia de Meloidogyne
incognita. Mientras que la otra especie de HMA, Paraglomus laccatum no presenta la gran
capacidad biofertilizante, al no presentar diferencias con el tratamiento control. Estos
resultados concuerdan con otros autores que reportan que los HMA permiten un mayor
desarrollo del diametro de tallos de café, asi como el efecto que puede generar los HMA en
presencia de Meloidogyne incognita. Dentro de estos autores se Ee a |barra-Puén et al.
(2014), quienes empleando un sustrato de suelo y arena inocularon Rhizophagus intraradices
a plantas de café, y a los 140 dias se &aluaron el diametro de tallo, sus resultados
evidenciaron un mayor diametro de tallos de plantas de café inoculadas con Rhizopha

intraradices, alcanzado los 2,6 mm, mientras que sus plantas controles presentaron un
diametro promedio de 1,7 mm, demostrando la capacidad biofertilizante de Rhizophagus
intraradices en plantas de café. En el caso de resultados similares a la capacidad
bioprotectora, Trejo-Aguilar et al. (2018), obtuvieron mayor diametro de tallo de planta de café
empleando siete diferentes consorcios de HMA con presencia y ausenc'ﬁ de nematodos,
demostrando que los HMA permiten que los nematodos no causen dafios en relacion con el

desarrollo de la planta de café.

c) Nuamero de hojas

El anélisis estadistico en el nimero de hojas de Iaﬁplantas de café a los 145 dias posteriores
a la inoculacién evidencia diferencia significativa entre lo tamientos, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 5). La primera evaluacion delmem de hojas de las plantas de
café en los diferentes tratamientos se realizé a los 30 dias posteriores a la inoculacion con
Meloidogyne incognita, pero se observo las diferencias de nimero de hojas entre tratamientos
a los 75 dias posteriores a la inoculw‘én. La diferencia de crecimiento en el tiempo se
presenta en la Figura 13. Mientras que en |la Figura 14 se presenta los resultados de la Gltima
evaluacién del numero d%mjas de plantas de café de todos los tratamientos, indicAndose
que los tratamientos con mayor promedio de nimero de hgjas fueron los tratamientos Rd,
Rd+Pl, Rd+Mi y Rd+PI+Mi, con 14, 14, 14 y 13,73 hojas, respectivamente, los cuales no
presentaron ﬁferencia significativa entre ellos. Mientras que los tratamientos Contral y Mi

presentaron menor promedio de nimero de hojas con 9,73 y 9,29 hojas, respectivamente.
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Tabla 5
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Analisis de varianza del numero de hojas de plantas de café variedad Caturra con diferentes

tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias

posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC F p-valor
HMA 3 475,8 256,218 <0,0001 ***
Nematodo 1 0,8 1,346 0,248
HMA:Nematodo 3 2 1,059 0,37
Error 112 69,3
Total 119 547.9
U . Hek O . dodk Kk P .
NS = no significativo = altamente significativo = muy altamente significativo
C.V=6,6% R°= 89%
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Figura 13.

Efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) sobre el

numero de hojas de plantas de café variedad Caturra con conteos intercalados de 15 dias durante un

total de 145 dias posterior a la inoculacion.
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Figura 14.

Comparacion de medias del nimero de hojas de café variedad Caturra con diferentes tratamientos
para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne

incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

Los resultados obtenidos en el nimero de hojas presentan la misma tendencia que los
resultados de altura de planta, presentando los valores mas altos los tratamientos con
presencia de Rhizoglomus dunense, tanto en presencia como ausencia de Meloidogyne
incognita. Por lo tanto, se puede relacionar la capacidad biofertilizante y bioprotectora de
Rhizoglomus dunensan el desarrollo vegetativo y mas especificamente en este punto para
el numero de hojas. Estos resultados son similares a los obtenidos por Ibarra-Puén et al.,
(2014), quienes obtuvieron Eyor numero de hojas en plantas de café inoculadas con
Rhizophagus intraradices, su investigacion presente variables en sustratos adicionalmente,
pero en la mayoria de los sustratos el nimero de hojas era superior en el tratamiento con
HMA en comparacion con el control, obteniéndose hasta 11,5 hojas en promedio por planta
de café y 9 hojas en promedio por planta de café en el tratamiento control en el sustrato arena
y suelo, sustrato de similar composicién al utilizado en el desarrollo de esta investigacion.
Mientras que Trejo-A%ilar et al. (2018), obtuvieron mayor nimero de hojas empleando siete
diferentes consorcios de HMA en plantas de café, y adicioﬁalmente en la misma investigacion
evaluaron el efecto de los HMA como bioprotectores de plantas de café a nematodos,
obteniendo como resultado el mismo nimero de hojas en plantas con presencia o ausencia
de nematodos, llegando a obtener como méaximo 60 hojas en promedio a los 180 dias de
inocular el consorcio de F de HMA.
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d) Clorofila

El analisis estadistico en el contenido e clorofila en las Hljas de café a los 145 dias
posteriores a la inoculacion evidencia diferﬁia significativa entre los tratamientos, esto se
refleja en el analisis de varianza (Tabla 6). En la Figura 15 se presenta los resultados de la
evaluacion del contenido de clorofila a y b en las hojas de café de todos los tratamientos,
indicandose que los tratamientos con mayor promedio de nUmero de hojas fueron los
@lamiemos Rd, Rd+Pl, Rd+Mi y Rd+Pl+Mi, con 57,95, 58,59, 56,27 y 56,.65 SPAD,
respectivamente, los cuales no presentaron difereﬁ'a significativa entre ellos. Mientras que
los tratamientos Control y Mi presentaron menor promedio de contenido de clorofila en las
jas de café con 25,89 y 26,47 SPAD, respectivamente.

Tabla 6

Anélisis de varianza del contenido de clorofila en las hojas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias
posteriores a la inoculacion.

F.V GL sC CM F p-valor
HMA 3 23795 7932 517,504 < 0,0001 ***
Nematodo 1 8 8 0,478 0,491
HMA:Nematodo 3 50 17 1,1 0,352
Error 112 1702 15
Totab 119 25555
NS = no significativo **= altamente significativo e muy altamente significativo
CV=9,1% R?=93%
T0 9
60 a A a a
= 50 9
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Figura 15.

Comparacion de medias en el contenido de clorofila en las hojas de café variedad Caturra con

diferentes tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum
(Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.
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El contenido de clorofila en las hojas de café se vio favorecida en presencia del HMA
Rhizoglomus dunense, tanto en presencia como en ausencia de Meloidogyne incognita, todo
esto permite relacionar a la capacidad de esta especie no solo en el tema biofertilizante para
el desarrollo morfologico, si no también que puede influenciar en la fisiologia de la planta. Es
'ﬁoortante la clorofila en la planta, ya que es un pigmento fotosintético importante para ella,
y que determina en gran medida la capacidad fotosintética y, por lo tanto, el crecimiento de
la planta (Baker, 2008; Li et al., 2018). Es por ello que es importante determinar el contenido
de clorofila, ya que puede servir como indicador del estado de las plantas durante el
crecimiento normal y durante el desarrollo de infecciones, asi como estrés, actividad
fotosintética, trastomos metabdlicos, etc. (Mtodziriska, 2009; Urbanovich et al., 2021). Y en
presencia de los HMA este contenido se ve incrementado, atribuyéndose precisamente a la
simbiosis presente entre %’anta y HMA, permitiendo el incremento de la tasa fotosintética y la
conductancia estomatica de la planta hospedante (Cruz et al., 2020, Khan et al., 2022). Por
tanto, una planta inoculada con HMA puede presentar mayor contenido de clorofila debido a
una mejor ovilizacién de iones, un mejor intggcambio de carbohidratos y una fotosintesis
acelerada (Weng et al., 2022; Wu et al., 2022). Estos resultados son similares a los obtenidos
por Solis %al. (2022), quienes reportan un incremento de contenido de clorofila (unidades
SPAD) en plantas de café inoculadas con tres consorcios de HMA nativos de la Region San
Martin, este incremento se evidencia comparando el tratamiento sin HMA, este ultimo
presente aproximadamente 40 SPAD, mientras que los tratamientos con consorcios de HMA

se mantuvieron en un rango de 55-60 SPAD aproximadamente.

15
e) Peso fresco de la biomasa aérea

El analisis estadistico del peso fresco de la biomﬁa area de café a los 145 dias posteriores
a la inoculacién evidencia diferencia signiﬁcat'iﬁ entre los tratamientos, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 7). En la Figura 16 se presenta los resultados de la evaluacién del
peso fresco de la biomasa éreﬁ de café de todos los tratamientos, indicandose que el
tratamiento con mayor promedio de peso fresco de la biomasa area de café 1upj,-l tratamiento
Rd, tratamiento de café con Rhizoglomus dunense, obteniendo 12,62 gramos de peso fresco
de la biomasa area de café. Los tratamientos Rd+PI, Rd+Mi y F{d+PI+MiﬁJeron los segundos
mejores tratamientos, logrando presentar 11,40, 11,09 y 10,81 gramos de peso fresco de la
biomasa area de café, es importante sefalar que estos tratamientos también contienen
Rhizoglomus dunense, lo cual podria representar una importante capacidad de incrementar
la masa de la planta, sumado a que en el tratamiggto Rd+Mi y Rd+PI+Mi se inocul6
Meloidogyne incognita, pero a pesar de ello los valores de peso fresco de la biomasa area de
café se mantiene superiores a los controles. En el otro extremo, los tratamientos Control, PI,
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PI+Mi y Mi presentaron menor peso fresco de la biomasa area de café con 1,89, 2,57, 2,59y
1,84 gramos, respectivamente, y no difiriendo estadisticamente entre ellos.

bla7
Anélisis de varianza del peso fresco de la biomasa area de café con diferentes tratamientos de
Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias posteriores a la

inoculacién.
F.V GL SsC CcM F p-valor
HMA 3 15525 517.,5 766,437 < 0,0001 ***
Nematodo 1 5,2 52 7,662 0,00737 **
HMA:Nematodo 3 7 2,3 3,445 0,02175 *
Error 64 43,2 0,7
Total 71 1607.,9
NS = no significativo **= altamente significativo L muy altamente significativo
C.V=12,0% R2= 97%
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Figura 16.

Comparacion de medias del peso fresco de la biomasa area de café con diferentes tratamientos para
determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y en nematodo

Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.
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Los resultados obtenidos en el peso fresco de la biomasa area deafé presentan la misma
tendencia que los resultados de diametro de tallo, presentando los valores mas altos el
tratamiento con presencia de Rhizogiomﬁ dunense, y seguido de los tratamientos que
también incluyen a esta especie, a pesar de la presencia de Meloidogyne incognita en los
tratamientos, no iniluenca en reducir el desarrollo vegetativo de las plantas de café, por lo
tanto, no se vio afectado el peso fresco de la biomasa area de café. Esto se puede interpreta
como la capacidad biofertilizante y bioprotectora de Rhizoglomus dunense, 1av0recierw el
desarrollo de las plantas de café y evitando el dafio por Meloidogyne incognita. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Trejo-Aguilar et al. (2018), quienes obtuvieron
mayor peso fresco de la biomasa area de café empleando siete diferentes consorcios de HMA
nativas de México, los rangos de peso fresco obtenido con los diferentes consorcios fueron
de 9,25 gramos hasta 44,5 gramos, a los 180 dias posteriores a la inoculacion de consorcios
de HMA, asi mismo, en la investigacién probaron la capacidad bio;&ntectora de estos
consorcios frente a nematodos, no obtuvieron diferencia significativa en el peso fresco de la
biomasa area de café en presencia o ausencia de los nematodos, estos resultados los
obtuvieron con todos los consorcios.

f) Peso seco de la biomasa aérea

El andlisis estadistico del peso seco de la biomaﬁa area de café alos 145 dias posteriores a
la inoculacién evidencia diferencia signiﬁcativaentre los tratamientos, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 8). En la Figura 17 se presenta los resultados de la evaluacion del
peso seco de la biomasa éreadje café de todos los tratamientos, indicandose que el
tratamiento con mayor promedio de peso seco de la biomasa area de café fue el tratamiento
Rd, tratamiento de café con Rhizoglomus dunense, obteniendo 2,9 gramos de peso seco de
la biomasa area café. En el otro extremo, los tratamientos Control, Pl, Pl+Mi y Mi
presentaron meno:jgeso seco de la biomasa area de café con 0,47, 0,62, 0,67 y 0,44 gramos,
respectivamente, y no difiriendo estadisticamente entre ellos.
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bla 8
Analisis de varianza del peso seco de la biomasa area de café variedad caturra con diferentes
tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias

posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM B p-valor
HMA 3 79,41 26,47 726,417 < 0,0001 ***
Nematodo 1 0,31 0,307 8,42 0,00508 **
HMA:Nematodo 3 042 0,14 3,829 0,01380 *
Error 64 2,33 0,036
Total o 71 82,47
2
NS = no significativo **= altamente significativo R muy altamente significativo
C.V=11,9% R°= 97%
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Figura 17.

Comparacion de medias del peso seco de la biomasa area de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y el

nematodo Meloidogyne incognita a los 145 dias posterior a la inoculacion.

Los resultados obtenidos en el peso seco de Ia&;masa area de café presentan la misma
tendencia que los resultados de en el peso fresca de la biomasa area, presentando los valores
mas altos el tratamiento con presencia de Rhizogfomtﬁ dunense, y seguido de los
tratamientos que también incluyen a esta especie, a |Esar de la presencia de Meloidogyne
incognita en los tratamientos, no influencig en reducir el desarrollo vegetativo de las plantas
de café, por lo tanto, no se vio afectado el peso seco de la biomasa area de café. Esto se
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puede interprﬁr como la capacidad biofertilizante y bioprotectora de Rhizoglomus dunense,
1avorecierﬂj el desarrollo de las plantas de café y evitando el dafio por Meloidogyne
incognita. Estos resultados son similares a los obtenidos por Del Aguila (2016), quien realizo
la inoculacién consorcios de H nativos de la regién San Martin en plantulas de café,
obteniendo como resultado final peso seco de la biomasa area 2,7 gramos corhel CoNsorcio
de Buena Vista, mientras que su tratamiento control presento 0,89 gramos de peso seco de
la biomasa area. Otra de las investigaciones que pﬁsento resultados similares fueron |barra-
Puén et al. (2014), quienes obtuvieron un mayor peso seco de la biomasa area de café, al
inocular a sus plantas de café con el HMA Rhizophagus intraradices, en comparacion a sus
plantas controles,és cuales solo presentaron 0,6 gramos de hojas y 0,2 gramos (E tallo,
sumando un total de 0,8 gramos de peso seco de la biomasa area de café, mientras que las
plantas de café inoculadas con Rhizophagus fntrﬁndfces presentaron 1,7 gramos de hojas y
0,6 graaos de tallo, con un total de 2,3 gramos de peso seco de la biomasa area de café,
siendo resultados inferiores aﬁs obtenidos en la presente investigacion, considerando que
dichos autores obtuvieron ese peso fresco de la biomasa area de café a los 140 dias, mientras
que la presente tesis obtuvo 2,9 gramos a los 145 dias del indculo de Rhizoglomus dunense.

En el caso del efecto biofertilizando y bioprotector Trejo-Aguilar et al. (2018), obtuvieron
resultados superiores para la capacidad biofertilizando, al obtener mayor peso seco de la
biomasa area de café empleando siete diferentes consorcios de HMA, los rangos de peso
fresco obtenido con los diferentes consorcios fueron de 3,45 gramos hasta 9,42 gramos, a
los 180 dias posteriores a la inoculacion de consorcios de HMA, asi mismo, en la investigacién
probaron la capacidad&oprotectora de estos consorcios frente a nematodos, no obtuvieron
diferencia significativa en el peso seco de la biomasa area de café en presencia o ausencia
de los nematodos, estos resultados los obtuvieron con todalos consorcios. En el caso de
Chinchay (2016) empleo nueve consorcios de HMA nativos de la region San Martin en busca
de reducir el (ﬁﬁo de nematodos en café, de tal manera con el consorcio de Olivos obtuvo
12,05 gramos de peso seco de la biomasa area de café a los 90 dias posterior a la inoculacion,
mientras que su control absoluto presento 7,14 gramas y su control infestado de nematodos

presento 6,35 gramos.

g) Peso fresco de laraiz

El analisis estadistico del peso fresco de la gaiz de café a los 145 dias posteriores a la
inoculacién evidencia diferencia signiﬁcativaﬁlre los tratamientos, esto se refleja en el
andlisis de varianza (Tabla 9). En la Figura 18 se presenta los resultados de la evaluacion del
peso fresco de la raiz 'iﬁea de café de todos los tratamientos, indicandose que el tratamiento
con mayor promedio de peso fresco de la biomasa area de café fue el tratamiento Rd,
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tratamiento de café con Rhizoglomus dunense, obteniendo 5,06 gramos de peso fresco de la
raiz de café. Los tratamientos Rd+Pl, Rd+Mi y Rd+Pl+Mi fueron los segundos mejores
tratamientos, logrando presentar 3,99, 4,20 y 4,01 gramos de peso fresco de la raiz de café,
es importante sefialar que estos tratamientos también contienen Rhizoglomus dunense, o
cual podria representar una importante capacidad de incrementar la masa de la planta,
sumado a queﬁ el tratamiento Rd+Mi y Rd+PI+Mi se inoculé Meloidogyne incognita, pero a
pesar de ello los valores de peso fresco de la raiz de café se mantiene superiores a los
controles. En el otro extremo, los tratamientos Control, P, Pl+Mi y Mi presentaron menor peso
fresco de la biomasa area de café con 0,72, 1,02, 1,20 y 0,69 gramos, respectivamente, y no

difiriendo estadisticamente entre ellos.

la9
Analisis de varianza del peso fresco de la raiz de café variedad Caturra con diferentes tratamientos de

Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias posteriores a la

inoculacién.
F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 213,79 71,26 374,45 < 0,0001 ***
Nematodo 1 0,53 0,53 0,53 0,09883
HMA:Nematodo 3 291 0,97 5,096 0,00317 **
Error 64 12,18 0,19
Total 71 229,41
NS = no significativo **= altamente significativo  ***= muy altamente significativo
C.V=12,7% R%= 95%
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Figura 18.

Comparacion de medias del peso fresco de la raiz de café variedad Caturra con diferentes tratamientos
para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne

incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.
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Los resultados obtenidos en el peso fresco de la raiz de café presentan la nﬁna tendencia
que los resultados del peso fresco de la biomasa area de café, presentando los valores mas
altos el tratamiento con presencia de Fihizogkﬁ)us dunense, y seguido de los tratamientos
que también incluyen a esta especie, a ar de la presencia de Meloidogyne incognita en
los tratamientos, no influencié en reducir el desarrollo vegetativo de las plantas de café, por
lo tanto, no se vio afectado el peso fresco de la raiz. Esto se puede interprpﬁir como la
capacidad biofertilizante y bioprotectora de Rhizoglomus dunense, favoreciendo el desarrollo
de las plantas de caté y evitando el dafio por Meloidogyne incognita. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Trejo-Aguilar et al. (2018), quienes obtuvieron mayor peso fresco
de la biomasa area de café empleando siete diferentes consorcios de HMA nativas de México,
los rangos de peso fresco obtenido con los diferentes consorcios fueron de 3,03 gramos hasta
34,66 gramos, a los 180 dias posteriores a la inoculacion de consorcios de HMA, asi mismo,
en la investigacién probaron la capacidad bioprotatora de estos consorcios frente a
nematodos, no obtuvieron diferencia significativa en el peso fresco de la biomasa area de
café en presencia o ausencia de los nematodos, estos resultados los obtuvieron con todos
los consorcios. Este efecto, de mayor crecimiento radicular y por ende mayor biomasa
radicular, que ejercen los HMA en las plantas hospederas es debido a que estos
microrganismos permiten a la planta una mayor absorcion de nutrientes, por lo tanto, la planta
al encontrarse mas nutrida le permite incrementar su desarrollo vegetativo incluyendo mayor
crecimiento radicular, que se refleja como en e%trabajo en una mayor biomasa radicular, lo
cual también se divide por razones propias del porcentaje de colonizacion de los HMA en las
raices y que precisamente las HMAﬁneﬁcian al desarrollo de raices pivotantes, conllevando
a una mayor ramificaciéon radicular para la captura de nutrientes (Begum et al., 2019; Weng
et al., 2022).

64 .
h) so seco de la raiz

El analisis estadistico del peso seco de la rﬁ'z de café a los 145 dias posteriores a la
inoculacién evidencia diferencia significativa erﬁ los tratamientos, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 10). En la Figura 19 se presenta los resultados de la evaluacién
del peso seco deﬁaiz de café de todos los tratamientos, indicandose que el tratamiento con
mayor promedio de peso seco de la raiz de café 1uﬁl tratamiento Rd, tratamiento de café
con Rhizoglomus dunense, obteniendo 1,16 granos de peso seco de la raiz de café. Mientras
que los tratamientos Control y Mi presentaron menor peso seco de la raiz de café con 0,20 y

0,19, respectivamente, y no difiriendo estadisticamente entre ellos.

Los resultados obtenidos en el peso seco de la raiz de café presentan los valores mas altos
en el tratamiento con presencia de Rhizoglomus dunense, y seguido de los tratamientos que
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(1]

también incluyen a esta especie, a p‘aar de la presencia de Meloidogyne incognita en los
tratamientos, no in1|uenci5§n reducir el desarrollo vegetativo de las plantas de café, por lo
tanto, no se vio afectado el peso seco de la raiz de café. Esto se puede interpr%ar como la
capacidad biofertilizante y bioprotectora de Rhizoglomus dunense, favoreciendo el desarrollo
de las plantas de café y evitando el dafio por Meloidogyne incognita. Estos resultados
relacionados al efecto biofertilizando son similares a I(E reportados por Del Aguila (2016)
quien realizé la inoculacién consorcigs de HMA nativos de la region San Martin en plantulas
de café, obteniendo 0,83 gramos de peso seco de la raiz de cafté conﬁ indculo del consorcio
de HMA Olivos, en cuanto para planta control Dbtlﬁﬁ 0,27 gramos de peso seco de la raiz,
en cuanto a comparacion se puede considerar sus resultados inferiores a los obtenidos en la
presente investigacion empleando Rhizoglomus dunense como inéculo. El efecto
biofertilizando de las HMA también fue reportado por Ibarra-Puon et al. (2014), quienes
obtuvieron un mayor peso seco de la raiz de café, al inocular a sus plantas de café con el
HMA Rhizophagus intraradices, en comparacion a sus ;Emtas controles, las cuales solo
presentaron 0.15 gramos de peso seco de la raiz, mientras que las plantas de café inoculadas
n Rhizophagus intraradices presentaron 0,37 gramos de peso seco de la raiz, siendo
resultados inferiores a los obtenidos en la presente investigacién en un tiempo similar de
evaluacién posterior a la inoculacion de HMA.
Tabla 10
Analisis de varianza del peso seco de la raiz de café variedad Caturra con diferentes tratamientos de

Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias posteriores a la

inoculacién.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 8,616 2,8721 221,681 < 0,0001 ***
Nematodo 1 0,019 0,0193 1,493 0,2263
HMA:Nematodo 3 0,139 0,0465 3,589 0,0183 *
Error 64 0,829 0,013
Total 71 9,603

NS = no significativo **= altamente significativo ***= muy altamente significativo

C.V=8.4% R?=91%
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Figura 19.

Comparacion de medias del peso seco de la raiz de café variedad Caturra con diferentes tratamientos
para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne

incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

En el caso del efecto bioprotector se reportando dos investigaciones que evallan el efecto de
los HMA en presencia de nematodos. Es asi como Trejo-Aguilar et al. (2018), en su
evaluacién deﬁfemo biofertilizando de s'ﬁte consorcios de HMA obtuvieron resultados
superiores en peso seco de la raiz de café a los reportados en la presente investigacion, de
esta manera obtuvieron rangos de peso seco de raiz de 0,65 gramos hasta 9,48 gramos con
los diferentes consorcios evaluados a los 180 dias posteriores a la inoculacién, asi mismo,
en la misma investigacion evaluaron el efecto biﬁoiector de estos consorcios frente a
nematodos, sin obtener diferencia significativa en el peso seco de la raiz de café en presencia
o ausencia de los nematodos, resultados que fueron similares en todos los consorcios. En el
caso de Chinchaézm 6) también obtuvo resultados superiores empleando nueve consorcios
de HMA nativos de la region San Martin en busca de reducir el Eo de nematodos en café,
de tal manera con el consorcio de Olivos obtuvo 3,24 gramos de peso seco de la raiz de café
alos 90 dias posterior a la inoculacion, mientras que su control absoluto presento 1,27 gramos

y su control inoculado con nematodos presento 1,45 gramos.
Todo esto demuestra la capacidad biofertilizante y bioprotectora de los HMA en biomasa

radicular de las plantas de café, ya que estos microrganismos permiten un mayor desarrollo
de la biomasa de la planta hospedera, este mayor desarrollo radicular se evidencia
presentando mayor peso seco, el cual es el 6rgano diana u objetivo de la planta para los

patégenos, en este caso para los nematodos, y al encontrarse bien desarrollado y en
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presencia de la colonizacion micorricica se disminuye la capacidad invasiva de los patdgenos
presentes en la rizosfera (Qin et al., 2021; Chandrasekaran, 2022).

i) Area foliar
El andlisis estadistico del area foliar de las plﬁnas de café a los 145 dias posteriores a la

inoculacién evidencia diferencia,gignificativa entre los tratamientos, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 11). En la Figura 20 se presenta los resultados de la evaluacion
del area foliar de las plantas de café de todos los tratamientos, indicandose que el tratamiento
con mayor promedio de area fﬂar fue el tratamiento Rd, tratamiento de café con Rhizoglomus
dunense, obteniendo 486,81 c? de area foliar. Mientras que los tratamientos Control, P,
Pl+Mi y Mi presentaron menor peso fresco de la biomasa area de café con 77,39, 103,64,
119,08 y 76,13 cm?, respectivamente, y no difiriendo estadisticamente entre ellos.
bla 11
Analisis de varianza del area foliar de plantas de café variedad Caturra con diferentes tratamientos de

Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias posteriores a la

inoculacién.
F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 2046302 682101 641,376 <0,0001 ***
Nematodo 1 2500 2500 2,351 0,13016
HMA:Nematodo 3 17022 5674 5,335 0,00241 **
Error 64 68064 1063
Total 71
NS = no significativo **= altamente significativo S muy altamente significativo
C.V=12,5% R?= 97%
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Figura 20.

Comparacion de medias del area foliar de plantas de café variedad Caturra con diferentes tratamientos
para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne
incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.
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Los mayores valores de area foliar de plantas de café obtenidos con el tratﬁniento T4
(Rhizoglomus dunense) presenta la misma tendencia en el contenido de clorofila, peso fresco
de la biomasa area de café y peso seco de la raiz de café, esto podria reaccionarse y todo
sefialaria g que este HMA tiene una alta capacidad biofertilizante, observandose en el
desarrollo de las plantas de café que fueron inoculadas con esta especie. Estos resultados
relacionan el desarrollo de |a planta de café inoculadas con Rhizoglomus dunense, debido a
que esta HMA primeramente permite un mayor desarrollo radicular por la propia colonizacion
de estos microrganismos, que a la vez permiten una mayor captacion de nutrientes del suelo
y con ella la planta incrementa su desarollo aéreo, lo que representa mayor capacidad

fotosintética, biomasa area y area foliar (Begum et al., 2019; Weng et al., 2022).

Estos resultados relacionados al efecto biofertilizando son similares aéos reportados por Del
Aguila (2016), quien realiz6 la inoculacion consorcios de HMA nativos de la region San Martin
en plantulas de café, obteniendo 445,75 cm? de area foliar de café con el indéculo del consorcio
de HMA Buena Vista, en cuanto para planta coﬁol obtuvo 137,37 cm? de area foliar, en
cuanto a comparacion se puede considerar sus resultados inferiores a los obtenidos en la
presente investigacion empleando Rhizoglomus dunense como indculo. El efecto
biofertilizando de las HMA también fue reportado también por Ibarra-Puén et al., (2014),
quienes obtuvieron un mayor area foliar de café, al inocular a sus plantas de café con el HMA
Rhizophagus inrraradiceé en comparacion a sus plantas controles, las cuales solo
presentaron 136,2 cm? de area foliar, mientras que las plantas de até inoculadas con
Rhizophagus intraradices presentaron 371,4 cm? de area foliar, siendo resultados inferiores
a los obtenidos en la presente investigacion en un tiempo similar de evaluacion posterior a la

inoculacién de HMA.

En el caso de Trejo-Aguilar etal. (2018), evaluaron el efecto biofertilizando de siete consorcios
de HMA, obteniendo resultados superiores en area foliar de café a los reportados en la
presente investigacién, con rangos de area foliar de 419,9 cm? hasta 1610,2 cm? con los
diferentes consorcios evaluados a los 180 dias posteriores a la inoculacion, asi mismo, en la
misma investigacion evaluaron el efecto bigprotector de estos consorcios frente a nematodos,
sin obtener diferencia significativa en el area foliar de las plantas de café en presencia o
ausencia de los nematodos, resultados que fueron similares en todos los consorcios. En el
caso de Chinchay (2016) tambiénﬁtuvo resultados superiores de area foliar empleando
nueve consorcios de HMA nativos de la region San Martin en busca de reducir el dafio de
nematodos en café, de tal manera con el consorcio de Olivos obtuvo 1408,36 cm? de area
foliar a los 90 dias posterior a la inoculacién, mientras que su control absoluto presento 940,68

cm? de area foliar y su control inoculado con nematodos presento 836,12 cm? de area foliar.
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i) Porcentaje de colonizaciéon micorricica

El analisis estadistico del porcentaje de colonizacién de los HMA en Igs raices de café a los
145 dias posteriores a la inoculacién evidencia difeﬁwcia significativa entre los tratamientos,
est refleja en el analisis de varianza (Tabla 12). En la Figura 21 se presenta los resultados
de la evaluacién del porcentaje de colonizacion de los HMA en las raices de café de todos
los tratamientos, indicandose que el tratamiento c§1 mayor promedio de area foliar fue el
tratamiento Rd+PI, tratamiento de café con ambas especies de HMA, Rhizoglomus dunense
y Paraglomus laccatum, obteniendo 85% de colonizacion. Mientras que los tratamientos Ply
PI+Mi (Sin contar con los tratamientos controles) presentaron menor porcentaje de
colonizacion con 16% y 14%, respectivamente, y no difiriendo estadisticamente entre ellos.
la12
Anaélisis de varianza del porcentaje de colonizacion de los HMA en las raices de café variedad Caturra

con diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita
a los 145 dias posteriores a la inoculacién.

F.V GL SC CM B p-valor
HMA 3 31139 10380 492 243 < 0,0001 ***
Nematodo 1 2 2 0,097 0,76
HMA:Nematodo 3 5 2 0,077 0,971
Error 16 337 21
Total 23 31483
NS = no significativo **= altamente significativo **= muy altamente significativo
C.V=10,7% R2= 98%
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Figura 21.

Comparacion de medias del porcentaje de colonizacion de los HMA en las raices de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd),

Paraglomus laccatum (Pl) y el nematodo Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la
inoculacion.
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Los mayores porcentajes de colonizacion estan presentes en los tratamientos que presentan
mayor desarrollo vegetativo, mientras que el menor porcentaje de colonizaciéon estuvo en
ambos tratamientos donde se encontraba la especie Paraglomus laccatum sola, esto permite
interpretar que Iaca colonizacion realizada por esta especie de HMA se relaciona con el
bajo o nulo y el efecto positivo en el desarrollo vegetativo de las plantas de café. Caso
contrario se pudo apreciar en los tratamientos que Rhizoglomus dunense estuvo presente,
incrementando significativamente cada aspecto del desarrollo vegetativo evaluado. La razén
que podria deberse a que la colonizacion de las raices por parteée las HMA y, por lo tanto,
la formacion de la asociacion planta-HMA esta determinada por factores bi6ticos y abidticos,
como pueden ser la temperatura, la humedad relativa, pH del suelo, tipo de suelo, entre otros
tactores que puede variar con relacion a su influencia para colonizar la planta para cada
género o incluso especie de HMA (Torrecillas et al., 2012). Esto podria relacionarse con la
baja colonizacion de Paragforrﬁs laccatum, asi como la posible diferencia en la estrategia de
colonizacion de esta especie (Maherali y Klironomos, 2007). También se debe considerar la
posibilidad de respuesta de la planta frente a la interaccién a diferentes especies de HMA,
debido a las diferentes caracteristicas que pueden presentar los HMA (Ramirez-Viga et al.,
2018). Ya que existen reportes que las interacciones planta-HMA no siempre son positivas,
sino que varian de positivas a neutrales e incluso negativas (Pankova et al., 2018;
Neuenkamp et al., 2019). Adicionalmente, aunque los HMA generalmente no se caracterizan
por ser especificos de una especie vegetal, las especies de HMA pueden mostrar

preferencias de colonizacion a plantas especificas (Zhang et al., 2014).

Los resultados obtenidos también son reportados por en otras investigaciones, en el caso de
las desarrollas en vivero se han reportado resultados inferiores a los obtenidos en esta
investigacion en el porcentaje de colonizacic’)& tal es el caso de Del Aguila (2016), que
empleando nueve consorcios de HMA nativos de la region San Martin en plantulas de café,
solo obtuvo 30% como méaximo porcentaje de colonizacién micorricica con el consorcio
Aviacion. De igual manera Chinchay (2016), presenta resultados inferiores, obtenido como
maximo 29,3% colonizacion micorricica en platas de café a los 90 dias posterior a la
inoculacién de HMA con el consorcio nativo Aviacion de la region San Martin. Espinoza
(2018), también obtuvo resultados inferiores en comparacién con los obtenidos en esta
investigacion, el cual obtuvo como maximo 28,5% colonizacion micorricica en platas de café
empleando un consorcio de HMA denominado MO-cat, consorcio que presentaba cinco
especies del género Acaulospora y tres Epecies del género Glomus. Ademas, los resultados
obtenidos se encuentran en el rango de porcentaje de colonizacion reportados en evaluacion
en plantaciones de café en la region de San Martin, presentandose porcentajes maximos
reportados por Rengifo (2020) con 90%, y Diaz (2022) con 82,8%.
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En importante relacionar la capacidad de los HMA para colonizar las raices deas plantas y
de esta manera formar la asociacion planta-HMA, la cual permitird una mayor absorcién de
nutrientes a la planta, y eso se podra reflejar en un mayor desarrollo vegetativo. Pero para
que dé lugar todo dicho acontecimiento en la rizosfera es necesario que se determine los
aspectos ambientales mientras se desarrolla esta interaccion, es asi como durante el
desarrollo de la investigacion se realizd periddicamente la evaluacion meteorologica en el
area de investigacion, y estos resultados se detallan en la Tabla 13. Obteniéndose los datos
minimos, maximos y el promedio de la temperatura y humedad relativa durante toda la
investigacion. La temperatura promedio fue de 29,6° C y la humedad relativa fue 68,9%, estos
parametros permitieron una buena colonizaciéon micorricica de la especie Rhizoglomus
dunense o en todo caso no presentar una influencia negativa en la formacion de la asociacion
planta-HMA, pero en el caso de Paraglomus laccatum no se logro alcanzar el 20% de

colonizacion estando en las mismas condiciones que la otra especie.

Tabla 13
Datos meteorologicos durante el desarrollo del experimento de plantas de café variedad Caturra

inoculadas con Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a durante 145

dias.
Evaluacion Temperatura (° C) Humedad (%)
Minima 22,6 46
Méaxima 35,9 95,1
Promedio 29,6 68,9

Se reporta que las condiciones climaticas influyen en la capacidad de adaptacion de los HMA,
y por ende su capacidad de colonizacion radical puede verse limitada por las variables
climaticas (Barrios, 2017). Ademas, se presentan reportes que la colonizaciéon de los HMA
presenta una correlacion directa con la precipitacion y la temperatura, demostrandose que a
temperaturas mayores de 20& y menores al 70% de humedad relativa puede permitir mayor
colonizacion radicular (Fitter et al., 2000; Augé et al., 2015; Zhang et al., 2016). Sin embargo,
las respuestas de los HMA a un aumento o una disminucion de la temperatura y humedad
relativa varian segln la especie de la planta (Heinemeyer y Fitter, 2004). Por lo que se
considera que los HMA podria tolerar un amplio rango de temperaturas, debido a que estos
hongos tien'ﬁla capacidad de producir trehalosa, que es un carbohidrato soluble enddgeno
fungico que esta presente en las espo&, cuerpos fructiferos y células vegetativas como las
hifas (Jerbi et al., 2020). La trehalosa se agota rapidamente después de la germinacion y se
usa en el metabolismo fungico cenfral y en respuesta a estrés ambiental especifico, por lo

tanto, es muy importante para la supervivencia y germinacion de las estructuras flingicos,
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ademas de que protege a las células en condiciones de estrés como el calor (Lenoir et al.,
2016).

El efecto de la temperatura sobre los HMA micorrizas difiere entre la diferenciacion ecotipica
y los taxones de HMA, y también se debe considerar que los cambios en la precipitacién
podrian afectar a las comunidades de HMA con relacion a su capacidad de adaptacion y con
ello la colonizacién de la planta. Por lo tanto, la temperatura y humedadelativa 6ptima para
la colonizacion y desarrollo de los HMA difieren entre especies (Gavito et al., 2005; Hawkes
et al., 2011; Cregger et al., 2012). En este sentido, para el caso de Rhizoglomus dunense se
podria indicar como una especie de HMA apropiada para el cultivo de café, al presentar una
alta capacidad biofertilizante y sobre todo por ser un inéculo nativo presenta una fisiologia y
genética adaptada a las condiciones del ambiente de esta region y del huésped nativo (de
Oliveira et al., 2017).

k) Analisis de NPK

Nitrogeno (N)
El analisis estadistico del contenido de nitrogeno ﬁplantas de café alos 145 dias posteriores

a la inoculacién evidencia difereaﬁ'a significativa entre los tratamientos, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 14). En la Figura 22 se presenta los resultados de la evaluacion
del contenido de nitrégeno en plantas de café de todos los tratamientos, indicaAndose que el
tratamiento con mayor contenido de nitrogeno fue el tratamiento Rd, con 357,3 mg/kg, este
tratamiento presenta al cultivo de café inoculado con la especie de HMA Rhizoglomus

dunense.

bla 14

Analisis de varianza del contenido de nitrégeno en plantas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias
posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 360550 120183 163,355 < 0,0001 ***
Nematodo 1 13623 13623 18,517 0,0005 ***
HMA:Nematodo 3 9709 3236 4,399 0,0194 ~*
Error 16 11772 736
Total : 23 395654
NS = no significativo **= altamente significativo *™*= muy altamente significativo

C.V=15,7% R?= 98%
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Figura 22.

Comparacién de medias del contenido de nitrégeno en plantas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y
Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

Fosforo (P)
El andlisis estadistico del contenido de fésforo engplantas de café a los 145 dias posteriores

a la inoculacion evidencia difereﬁ'a significativa entre los tratamientas, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 15). En la Figura 23 se presenta los resultados de la evaluacion
del contenido de fésforo en plantas de café de todos los tratamientos, indicandose que el
tratamiento con mayor contenido de féstoro fue el tratamiento Rd, tratamiento de café con
Rhizoglomus dunense, obteniendo 9,33 mg/kg de fosforo en promedio por planta. Los
segundos mejores tratamientos corresponden a los tratamientos Rd+P| y Rd+Mi, tratamientos
que presentan también a la especie de HMA Rhizoglomus dunense, obteniéndose 7,95 y 7,96
mg/kg de fosforo en promedio por planta, reﬁctivameme. Mientras que los tratamientos
Control, Pl y Mi presentaron menor contenido de foésforo en plantas de café con 0,42, 0,38 y
0,49 mg/kg de fésforo en promedio por planta, respectivamente, y no difiriendo

estadisticamente entre ellos.
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bla 15
Analisis de varianza del contenido de fdsforo en plantas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias

posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 280.36 93.45 168.659 < 0.0001 ***
Nematodo 1 10 10 0.007 0.933523
HMA:Nematodo 3 22.01 7.34 13.242 < 0.0001 ***
Error 16 8.87 0.55
Total 23 321.24
3
NS = no significativo **= altamente significativo  ***= muy altamente significativo
C.V=16,4% R?= 98%
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Figura 23.

Comparacion de medias del contenido de fosforo en plantas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd) y Paraglomus laccatum (Pl) y

Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

Potasio (K)
El analisis estadistico del contenido de potasio erHJIamas de café a los 145 dias posteriores

a la inoculacion evidencia difereggia significativa entre los tratamientos, esto se refleja en el
analisis de varianza (Tabla 16). En la Figura 24 se presenta los resultados de la evaluacion
del contenido de potasio en plantas de café de todos los tratamientos, indicandose que los
tratamientos con mayor contenido de potasio fueron los tratamientos Rd y Rd+PI, con 250,14
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y 231,03 mg/kg, ambos tratamientos presentan al cultivo de café inoculado con la especie de
HMA Rhizoglomus dunense.

bla 16
Andlisis de varianza del contenido de potasio en plantas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los 145 dias

posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM B p-valor
HMA 3 192775 64258 170,759 < 0,0001 ***
Nematodo 1 5333 5333 14,172 0,00169 **
HMA:Nematodo 3 3834 1278 3,396 0,04371 *
Error 16 6021 376
Total 23 207963
NS = no significativo **= altamente significativo ™™= muy altamente significativo
C.V=15,7% R2= 98%
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Figura 24.

Comparacién de medias del contenido de potasio en plantas de café variedad Caturra con diferentes
tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd), Paraglomus laccatum (Pl) y el
Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

En los resultados obtenidos del andlisis de NPK se presentan mayores valores en los
tratamientos que fueron inoculados con la especie de HMA Rhizoglomus dunense, tanto
individualmente como en conjunto con la especie Paraglomus laccatum, pero evidenciandose
que el efecto es ejercido por la primera especie de HMA. El contenido de nitrégeno en una

planta se ve relacionada con el nimero de hojas, debido a que las hojas son el principal sitio
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de actividad del nitrato reductasa en las plantas, por lo tanto, plantas con mayor contenido de
nitrdgeno presentan mayor numero de hojas, caso contrario con las plantas con menor
contenido de nitrogeno, aparecen con un numero cada vez menor de hojas y senescencia
prematura (Spiertz & De Vos, 1983; Bellaloui & Pilbeam, 1990). Esto se ve reflejado en el
presente trabajo con el nimero de hojas y el area foliar, precisamente los tratamientos con
Rhizoglomus dunense fueron los tratamientos con mayor contenido de nitrdgeno. Ademas, el
nitrégeno presenta una fuerte correlacion con el rendimiento fotosintético, que esta
representado por el contenido de clorofila, esto se debe a que el nitrégeno es uno de los
principales componentes de la clorofila, las enzimas relacionadas con la fotosintesis, las
proteinas del fotosistema y otras proteinas localizadas en las membranas de los cloroplastos
(Pilbeam, 2018; Evans & Clarke, 2019). Esto permite una mejor gerpretacién de los
resultados obtenidos en el contenido de clorofila, que precisamente los valores mas altos
fueron obtenidos en inoculados con los tratamientos con Rhizoglomus dunense, por la razon
que esta especie de HMA permitié6 mayor absorcién de nitrégeno.

Es importante precisar como permiten los HMA mayor absorcion de nitrogeno a las plantas,
esto es debido a que los HMA son capaces de absorber y transferir una gran cantidad de
formas organicas de nitrégeno, por ejemplo, aminoéacidos libres (glutamina, acido aspartico,
arginina, prolina) o péptidos pequefios a sus huéspedes (Whiteside et al., 2012). Una vez que
el nitrogeno se ha transferido al citoplasma flngico, se transloca a las hifas intrarradicales a
través de una vacuola y el amonio se libera en el compartimento apopléasico, y en el caso de
la captacion de nitrato por los HMA, posteriormente se convierte en amonio mediante varias
reacciones enzimaticas (Belmondo et al, 2014). En contra parte, en las plantas no
micorrizadas, la reduccion de nitrato ocurre principalmente en las hojas, mientras que en las
plantas micorrizadas ocurre principalmente en las raices (Govindarajulu et al., 2005).
Representando ain mas los roles considerables que juega la asociacion planta-HMA para la
asimilacion de nitrégeno en las plantas y estableciendo al micelio de los HMA como un
suministro de nitrégeno considerable para si mismo y para la planta micorrizadas (Balestrini
et al., 2015).

Existen otras investigaciones donde especifican que |a quitina podria representar una fuente
significativa de nitrégeno para los HMA, debido a que la quitina, junto con la celulosa,
representan los polimeros mas abundantes en la naturaleza, con @ alto contenido de
nitrégeno y presente en gran medida en la micro, meso y macrofauna del suelo (Clarkson et
al., 2000; Tharanathan et al., 2003). De esta manera se ha reportado que una gran fraccion
de nitrdgeno organico de la quitina se transfiere a las plantas micorrizadas en unas pocas

semanas posterior a la inoculacion (Kobae et al., 2015; Bukovska et al., 2018).
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En el caso del fésforo, su mayor absorcion en las plantas de caté se debe primero a la
colonizacion de Rhizoglomus dunense, ya que el micelio demeste HMA crece
longitudinalmente lo que le permite penetrar en capas mas profundas del suelo, mejorando
asi la disponibilidad de nutrientes (Berhanu et al., 2013; Raklami et al., 2019). Como
consecuencia de los HMA, se intercambian minerales inorganicos y moléculas que contienen
carbono y fosforo, lo que otorga a las plantas un mayor desarrollo o nivel de vitalidad
(Golubkina et al., 2020). Por lo tanto, pueden aumentar significativamente los niveles de
tésforo tanto en la raiz como en los brotes. Los HMA pueden optimizar la solubilizacion de
tésforo, aumentar los niveles de nutrientes y mineralizar fosfatos organicos (Fernandez et al.,

2012; Heydari y Maleki, 2014; Masahari et al., 2023).
En consecuencia, los HMA son evidentemente capaces de mejorar la absorcion de nutrientes

inorganicos en la mayoria de las plantas, especialmente el fosfato (Nell et al., 2010). Ademas,
los fertilizantes organicos también pueden tener un impacto indirecto positivo en la absorcion
de nutrientes mediada por micorrizas debido al crecimiento de hifas extrarradicales
promovidas por una mayor materia organica del suelo (Joner y Jakobsen, 1995; Masahari et
al., 2023). En lugar de la afinidad fosforo especifica del hongo, las plantas micorricicas
parecen depender de las longitudes de las hifas extraradicales para determinar la absorcion
de fosforo (Schweiger et al., 1999; Begum et al., 2019). Todo esto permite que la planta, al
presentar mayor absorcién de fosforo también presente mayor rendimiento de biomasa aérea,
y esto se ha demostrado en diferenteﬁultivos como la cebada (Masahari et al., 2023; Heydari
y Maleki, 2014), maiz (Fernandez et al., 2012),_aio (Golubkina et al., 2020), entre otros
(Raklami et al.,, 2019), que a la vez reflejan los resultados obtenidos en la presente
investigacion donde también se obtuvo mayor biomasa aérea y radicular en los tratamientos
con el HMA Rhizoglomus dunense.

Los resultados obtenidos del contenido de potasio representan la importancia de este
nutriente en las plantas, al representar su importancia en el movimiento estomatico, la sintesis
de proteinas y también se considera un regulador osmético (Chandrasekaran, 2020).
También participa en otros varios procesos cruciales como la polarizacion de la membrana
plasmatica, la adaptaciérzf los cambios ambientales y el crecimiento de la planta (Wang y
Wu, 2013). Por lo que mantener una concentracion elevada de potasio en las células
vegetales es vital para el buen funcionamiento de tales procesos fisiologicos (Shin y Adams,
2014). Aunque el potasio es extremadamente abundante en el suelo, presenta ciertas
caracteristicas desfavorables como que por su alta adsorcién mineral, su disponibilidad es
bastante limitada. Las zonas de agotamiento surgen alrededor de las raices como resultado
de esta disponibilidad limitada junto con la necesidad inherente de las plantas (Garcia y

Zimmermann, 2014). Para mejorar la absorcion de potasio del suelo, las plantas deben idear
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métodos eficaces (Zorb et al., 2014). Ejemplos de estas estrategias incluyen el desarrollo de
interacciones planta-HMA o la adquisicion de redes de transporte de alta afinidad. Y es
precisamente los HMA influyes en la morfologia de la raiz, pero mas precisamente en
presencia de potasiolgonsideréndose como un efecto sinérgico entre los HMA y el potasio
en suelo promueven el crecimiento de la raiz y con ello la acumulacion de potasio (Yuan et
al., 2023). Por lo tanto, es importante tener en cuenta qﬁla mayor absorcién de nutrientes
por HMA se akiibuye a la regulacion en el alargamiento de la raiz, la formacion lateral de la
raiz y el vello de la raiz, y la expansion del area de la superficie de la raiz y el volumen de la
raiz (Chandrasekaran, 20&)). De esta manera, esto corrobora nuestros resultados, evidencia
mayor biomasa radicular de las plantas de café en los tratamientos con mayor contenido de
potasio, en efecto por la presencia del HMA Rhizoglomus dunense.

4.2. Evaluar el efecto de la inoculacion de Rhizoglomus dunense y

Paraglomus laccatum sobre la incidencia y severidad de Meloidogyne incognita

en plantulas de café variedad Caturra.

a) Incidencia

El analisis estadistico del porcentaje de incidencia de Meloidogyne incognita en paﬂas de
café a los 145 dias posteriores a la inoculacion evidencia difer%cia significativa entre los
tratamientos, esto se refleja en el analisis de varianza (Tabla 17). En la Figura 25 se presenta
los resultados de la evaluacion del porcemajade incidencia de Meloidogyne incognita en
plantas de café, evidenciandose que todos los tratamientos que fueron inoculados con
Meloidogyne incognita no presentaron diferencia significativa, todos presentaron 100% de
incidencia. En el caso del control, no se presentd incidencia (0%), permitiendo una
comparacion idénea.

Tabla 17

Analisis de varianza del porcentaje de incidencia de Meloidogyne incognita en plantas de café variedad

Caturra con diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum a los 145 dias
posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
Tratamiento 4 62721 15724 174 < 0,0001 ***
Error 40 5272 76
Total 44 67993

NS = no significativo **= altamente significativo ***= muy altamente significativo

C.V=5,2% R?= 99%
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Figura 25.

1
Comparacion de medias del porcentaje de incidencia del nematodo Meloid e incognita (Mi) en

plantas de café variedad Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de los HMA
Rhizoglomus dunense (Rd) y Paraglomus laccatum (Pl) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

Los resultados del porcentajiﬁe incidencia muestran que los tratamientos con presencia de
HMA no lograron evitar ni disminuir la invasion de Meloidogyne inﬁgnita en el sistema
radicular de las plantas de café. Aunque existen reportes de diversas especies de HMA que
tienen la capacidad de reducir la invasién de patdégenos preantes en la rizosfera (Weng et al
2022), la mayoria son reportes de enfermedades fungicas (Hashem et al., 2021; Spagnoletti
et al., 2021). Pero en el caso de café frente a nematodos, se reportan mejores resultados
obtenidos por Chinchay (2016) quien obtuvo como minimo 4% de incidencia de nematodos
en raices de café a los 90 dias posterior a la inoculacién de HMA con el consorcio nativo
Buena Vista de la region San Martin. De igual manera Espinoza (2018), obtuvo resultados
supeiores en comparacion con los obtenidos en esta investigacion, el cual obtuvo como
maximo 3,37% de incidencia de nematodos en raices de café empleando un consorcio de
HMA denominado Huall-pache, consorcio que presentaba tres especies del género
Acaulospora y dos especies del género Glomus.
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b) Severidad
El analisis estadistico del grado de severidad de Meloidogyne incognita en plantas&e café a

los 145 dias posteriores a la inoculacion evidencia difererﬁi significativa entre los
tratamientos, esto se refleja en el analisis de varianza (Tabla 18). En la Figura 26 se presenta
los resultados de la evaluacion del grado de severidad de Meloidogyne incognita en plantas
de café, evidenciandose que el tratamiento Rd+Mi, tratamiento en presencia del HMA
Rhizoglomus dunense y del patégeno Meloidogyne incognita, redujo significativamente el
grado de saeridad con 2,6. Mientras que el tratamiento PI+Mi y Mi, fueron los tratamientos
con mayor grado de severidad de Meloidogyne incognita en las raices de café, con 4,1y 4,4
grado de severidad, respectivamente.

bla 18
Anélisis de varianza del grado de severidad de Meloidogyne incognita en plantas de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum a los 145 dias

posteriores a la inoculacion.

F.V GL sC CM F p-valor
Tratamiento 4 99,87 24,967 95,62 <0,0001 ***
Error 40 10,44 0,261
Total 44 110,31

NS = no significativo **= altamente significativo L muy altamente significativo
C.V=18,5% R2=91%
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Figura 26.
Comparacion de medias del grado de severidad de Meloidogyne incognita (Mi) en plantas de café
variedad Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd)

y Paraglomus laccatum (Pl) a los 145 dias posterior a la inoculacién.
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Los resultados del grado de severidad muestran que los tratamientos con presencia del HMA
Rhizoglomus dunense lograron re(Hcir el grado de severidad en relaciéon con la formacion de
nddulos de Meloidogyne incognita en el sistema radicular de las plantas de café, pero a pesar
de que, en la evaluacion anterior de incidencia, Rhizoglomus dunense no logrd reducir el
porcentaje de incidencia, si disminuye notablemente la severidad, es decir, que a pesar de
que el nematodo ingresd a la planta y desarrollo nodulo, estos fueron menores en
comparacion a los que se obtuvo con el tratamiento con solo Meloidogyne incognila, esto
éemuestra la gran capacidad bioprotectora que presenta esta especie de HMA. Mientras que
la especie de HMA Paraglomus laccatum no presenté diferencia significativa con el
tratamiento con nematodos solos, de esta manera sﬁemuestra gque esta especie no posee
el potencial bioprotector frente a este patdgeno. Estos resultados son superiores a los
obtenidos por Vallejos-Torres et al. (2020), quienes obtuvieron como minimo 3,37% de
gravedad de infeccion de las raices de café por Meloidogyne spp. emﬁando un consorcio
de HMA denominado Huall-pache, consorcio que presentaba tres especies del género
Acaulospora y dos especies del género Glomus.

La capacidad de reducir la severidad en las raices de café se relaciona con la asociacion
planta-HMA, permitiendo no solo incrementar el desarrollo de la planta, si no también
incrementar su tolerancia o capacidad de detensa frente a diversas enfermedades de la
rizosfera, como es el caso de nematodos del nudo de la raiz, demostrando la capacidad del
HMA como un agente biolégico de proteccion (bioprotector). Esta asociacion planta-HMA
desarrollada previamente (antes de inocular el patdgeno), evita que mas adelante los
nematodos puedan ingra@ir con facilidad las raices micorrizadas (Bagyaraj, 2014). Se
reportan investigaciones de las interacciones entre los HMA y los patégenos, en presencia
de la asociacion planta-HMA, los HMA pueden reducir o mitigar la gravedad o severidad de
la enfermedad (Andrade et al. 2009). En este sentido, se determina que los HMA pueden
reducir la severidad del dafio causado por nematodos, pero no pueden ofrecer una inmunidad
completa frente a las iniecciona por patdgenos vegetales, atribuyendo Gnicamente un cierto
grado de resistencia frente a los patdgenos vegetales transmitidos por el suelo (Bagyaraj
2014). Pero es relevante el uso de los HMA nativos, los cuales ya estan adaptados a las
condiciones ambientales y diferentes estreses biéticos de la misma localidad o regién, por lo
tanto, presentan una linea evolutiva en constante competencia con otros microrganismos,
dentro de estos los perjudiciales como es Meloidogyne incognita (Affokpon et al., 2011).
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4.3. Evaluar el efecto de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum sobre
las poblaciones de Meloidogyne incognita en plantulas de café variedad

Caturra.

a) Densidad poblacional de Meloidogyne incognita en raices de café
El analisis estadistico de la densidad poblacional de Meloidogyne incognita en plantﬁde café

a los 145 dias posteriores a la inoculacién evidencia difereﬁa significativa entre los
tratamientos, esto se refleja en el analisis de varianza (Tabla 19). En la Figura 27 se presenta
los resultados de la densidad poblacional de Meloidogyne incognita en plantas de café,
evidenciandose que el tratamiento Rd, tratamiento en presencia del HMA Rhizoglomus
dunense y del patégeno Meloidogyne incognita, redujo significativamente la densidad
poblacional de Meloidogyne incognita con 70,8 nematodos por ca& 100 gramos de suelo.
Mientras que el tratamiento Mi, fue el tratamiento con mayor densidad poblacional de
Meloidogyne incognita en las raices de café, con 192,7 nematodos por cada 100 gramos de

suelo.

la19
Analisis de varianza de la densidad poblacional de Meloidogyne incognita en plantas de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum a los 145 dias

posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
Tratamiento B 170555 42639 36,81 <0,0001 ***
Error 40 46340 1158
Total 44 216895

NS = no significativo **= altamente significativo ™™= muy altamente significativo

C.V=14,1% Re= 87%
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Figura 27.

Comparacion de medias de la densidad poblacional del nematodo Meloidogyne fncoga'a (Mi) en
plantas de café variedad Caturra de 145 dias con diferentes tratamientos para determinar el efecto de
los HMA Rhizoglomus dunense (Rd) y Paraglomus laccatum (Pl).

La poblacién de nematodos se vio reducida en los tratamientos donde estuvo inoculado el
HMA Rhizoglomus dunense, caso que no se observé en el tratamiento inoculado con
Paraglomus laccatum. Estos resultados se encuentran directamente relacionado con la
reduccidon del grado de severidad, evaluacion donde también se presentd una reducciéon con
el mismo indculo de HMA. Por lo tanto, se puede atribuir a la especie Rhizoglomus dunense
la capacidad de proteccién de las raices de café frente a Meloidogyne incognita al igual que
los resultados obtenidos por Mehdinejad et al. (2021) la poblacién de nematodos disminuyé
en 73,4% y 36,2% a los tratamientos con HMa. El proceso de pﬁteccién se puede entender
por la competencia que pueden ejercer ambos microrganismos en el sistema radicular de la
planta, compitiendo por la absorcion de productos fotosintéticos y del espacio del sistema
radicular de la planta, y en el caso del HMA ya al estar asociado a la planta durante un tiempo
previo al ataque o invasién del patégeno, ya se encuentra desarrollada y colonizada gran
parte de este sistema radicular, impidiendq,.gue el patbgeno pueda invadir el sistema y a la
vez adquirir los productos fotosintéticos (Abdel-Azeem et al., 2021; Weng et al., 2022).
También se presenta la capacidad de la asociacion planta-HMA para un mayor desarrollo
radicular, tanto en la longitud, ramificacion y sobre 10d0ay0r lignificacion de la pared celular,
lo cual impide un facil acceso para cualquier patégeno (Olowe et al., 2018; Villani et al., 2021).
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Ademas, los HMA presentan diversos mecanismos para mantener su asociacion con la planta
en un estado que no cause un estrés para ambos, considerando que ambos organismos se
benefician de su interaccion, por lo tanto, los HMA presentan mecanismos de supresion que
pueden ser consecuencia de cambios morfologicos, fisioldgicos y biologicos en la planta,
demostréndae que los HMA impiden la penetracion y el crecimiento de patdgenos, como es
el caso de los nematodos (Vos et al., 2012). Y con la capacidad de alterar los exudados
radiculares o produciendo fitoalexinas en la raiz, como la gliceolina, que podrian tener efectos
nematicidas, de esta manera los HMA reducen el dafo radicular causado por las infecciones
de nematodos y con ello la densidad poblacional del patdgeno (Marro et al., 2014; Bhale et
al., 2018).

3

4.4. Evaluar la actividad antioxidante enzimatica (succinato deshidrogenasa y
B-glucanasas) y no enzimatica (glutatiﬂ‘n reducido) producto de la interaccién
Micorrizas y Meloidogyne incognita en plantulas de café variedad Caturra.

a) Succinato deshidrogenasa

El analisis estadistico de la actividad de succinato deshidrogenasa wlantas de café a los
145 dias posteriores a la inoculacion evidencia diferencia sig%cativa entre los tratamientos,
esto se refleja en el analisis de varianza (Tabla 20, 21 y 22). En la Figura 28 se presenta los
resultados de la evaluaciéon de succinato deshidrogenasa plantas de café de todos los
tratamientos, que en los tratamientos controles no se presenté actividad, mientras que en los

tratamientos con HMA se evidencia una baja y alta actividad de los HMA en las raices.

bla 20
Analisis de varianza de la no actividad de succinato deshidrogenasa en plantas de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne
incognita a los 145 dias posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 36953 12318 268,75 < 0,0001 ***
Nematodo 1 26 26 0,568 0,462
HMA:Nematodo 3 86 29 0,629 0,607
Error 16 733 46
Total 23 37798
NS = no significativo **= altamente significativo  ***= muy altamente significativo

C.V=20,0% R2= 98%
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Tabla 21
Analisis de varianza de la baja actividad de succinato deshidrogenasa en plantas de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne

incognita a los 145 dias posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 1961.5 653,8 9,656 < 0,0001 ***
Nematodo 1 26 26 0,385 0,543876
HMA:Nematodo 3 44.8 14,9 0,221 0,880726
Error 16 1083.3 67,7
Total 23 3115.6
NS = no significativo **= altamente significativo ***= muy altamente significativo
C.V=17,2% R°= 95%
Tabla 22

Analisis de varianza de la alta actividad de succinato deshidrogenasa en plantas de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne
incognita a los 145 dias posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 23853 7951 37,787 <0,0001 ***
Nematodo 1 1 1 0,005 0,945
HMA:Nematodo 3 253 84 0,401 0,754
Error 16 3367 210
Total 23 27474

3
NS = no significativo *= altamente significativo *= muy altamente significativo
CV=17,1% R2= 98%

* * &
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Figura 28. 1

Comparacion de medias de la actividad de succinato deshidrogenasa en plantas de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd),
Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacién.

Los resultados obtenidos demuestran una alta actividad de succinato deshidrogenasa en
todos los tratamientos inoculados con HMA, y aungue no presentaron diferencias
significativas entre estos tratamientos, se evidencid un mayor promedio en los tratamientos
que presentaron menor colonizacion. En el caso de los tratamientos sin HMA, los resultados
obtenidos son los resultados esperados, debido a que no debia presentarse alguna respuesta
en la actividad de succinato deshidrogenasa y esto es debido a que es&aciividad se
manifiesta por las regiones metabdlicamente activas e inactivas del HMA en las raices de la
planta (Saito et al., 1993). De esta manera se puede detectar y determinar la oolﬁﬂzacion
fisiologicamente activa sobre la base de las actividades enzimaticas del HMA. Con este
método, se tifien todas las estructuras fungicas de los HMA metabdlicamente activas, como
hifas, esporas, vesiculas y amsculos (Vierheilig et al., 2005). Todos los hongos
colonizadores revelados por la tincién de la pared celular flingica son metabélicamente
activos en plantas jovenes, pero este puede no ser el caso en plantas mas viejas (Abdel-
Fattah, 2001).
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Estos resultados corroboran la informacion que la tincion y deteccion de la de succinato
deshidrogenasa en las raices también fueron observadas en raices de arroz colonizadas por
el HMA Rhizophagus irregularis a los 15 dias posteriores a la inoculacion (Kobae et al., 20186).
Pero esta esta informacién también presenta que este tipo de detecciones de niveles de
colonizacion se realizd normalmente para inoculos de cepas flngicas individuales, en contra
parte a evaluacion de detecciones de niveles de colonizacién multiples especies de HMA en
raices cultivadas en suelos de campo (Kobae et al., 2017). Dado que las caracteristicas
fisiologicas difieren entre los taxones de los HMA, y por lo tanto es posible que solo algunos

HMA colonizadores de raices sean fisioldgicamente activos (Vivas et al., 2003).

b) Glutatién reducido

El analisis estadistico de la concentracion de glutatién reducido en las hojas y raiceﬁde café
a los 145 dias posteriores a la inoculacién evidencia diferencia significativa entrg_los
tratamientos, esto se refleja en el analisis de varianza (Tabla 23 y 24). En la Figura 29 se
presenta los resultados de la concentracion de glutation reducido en las hojas y raices plantas
de café de todos los tratamientos. En el caso de la concentracion de glutation reducido en las
hojas, en la Figura 29 se presentan sus resultados en las barras de color verde, evidenciando
una mayor concentracion de glutation reducido en las hojas con los tratamientos inoculados
con Rhizoglomus dunense, con urﬁango de 1819,18 hasta 1825,20 mol/g. Y para la
concentracion de glutation reducido en las raices de café, en la Figura 24 se presentan sus
resultados en las barras de color azul, presentando el tratamiento Mi (Meloidogyne incognita)
con mayor concentracion de glutation reducido, especificamente con 2522,34 mol/g en
promedio, mientras que el tratamiento inoculado Rhizoglomus dunense (Rd), presento el
menor valor de mayor concentracion de glutation reducido, con 1957,97 mol/g en promedio.

24
Tabla 23

Analisis de varianza de la concentracion de glutation reducido en hojas de café variedad Caturra con
diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los
145 dias posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 433,7 144,58 6,268 < 0,0001 ***
Nematodo 1 0,3 0,31 0,014 0,9084
HMA:Nematodo 3 98,3 32,76 1,42 0,2613
Error 24 553,6 23,07
Total 31 1085,9
S = no significativo **= altamente significativo ***= muy altamente significativo

C.V=9.3% R2= 89%
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Tabla 24
Analisis de varianza de la concentracion de glutation reducido en raices de café variedad Caturra con
diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los

145 dias posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 270703 90234 15,447 <0,0001 ***
Nematodo 1 536348 536348 91,813 < 0,0001 ***
HMA:Nematodo 3 121426 40475 6,929 0,00161 **
Error 24 140201 5842
Total = 31 1068678
3
NS = no significativo **= altamente significativo  ***= muy altamente significativo
C.V=3,5% R’= 87%
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Comparacion de medias de la concentracion de glutation reducido en hojas y raices de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd),
Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

Los resultados obtenidos demuestran una mayor concentracion de glutation reducido en los
tratamientos con presencia de Meloidogyne incégnita, sobre todo cuando no se encontraba
con la presencia de los HMA. Toda esta variacion de la concentracion de glutation reducido
en las hojas y raices de café evidencian lo relevante que es este tipo de anélisis en presencia
de estos microrganismos. Es asi como las plantas en situaciones de estrés, como la infeccién

con patdgenos, a menudo inducen estrés oxidativo que cambia los contenidos de glutation y
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la proporcion de glutation hacia la forma oxida&(Kuzniak et al., 2004; Han et al., 2013). Por
lo tanto, la concentracion de glutation reducido esta implicada en la respuesta al estrés bidtico
en las plantas, debido a que una planta infectada por algun patdgeno induce a la produccién
de peroxido de hidrogeno como parte de la respuesta hipersensible, y la cual es potenciada
por el oxido nitrico (Pogany et al., 2009; KuZniak et al., 2013). Las células vegetales
desatfiadas con un aumento de peroxido de hidrégeno utilizan su maquinaria antioxidante para
mantenerlo bajo control, lo que a su vez conlleva a la esto eleva la concentracion de glutation
reducido en conjunto con distintos cambios en el contenido de glutation en diferentes
compartimentos subcelulares (Palmieri et al.,2010; H t al., 2013; Zechmann, 2020). Este
mecanismo de las plantas en presencia de patdégenos corrobora los resultados obtenidos en
la presente investigacién, al presentar mayor concentracion de glutation reducido en el
tratamiento Mi, tratamiento que se indculo Unicamente Meloidogyne incdgnita. Pero a la vez
también se presentan disminuciones de la concentracion de glutation reducido en los
tratamientos con presencia de HMA y Meloidogyne incognita. Esto podria interpretarse como
la capacidad de los HMA tanto a reducir la invasion como a reducir los niveles de estrés en
la planta en presencia del patégeno.

Es importante mencionar que los tratamientos de café inoculados con Paraglomus laccatum
presentan estadisticamente los segundos valores mas altos de contenidos de glutation
reducido y esto es debido a que los HMA son considerados como hongos benéficos para las
plantas en la mayoria de los casos, aln contintan siendo hongos que invaden el tejido vegetal
al propagar las hifas desde la superficie por todo el tejido de invasion (Leary et al., 2018;
Collemare et al., 2019; Lorang, 2019). Las interacciones planta-HMA se consideran
interacciones biotréficas, porque se caracterizan por una relacién mutualista entre la planta y
el hongo. El hongo se alimenta de los nutrientes que le proporciona la planta y a la vez le
brindan beneficios nutricionales y defensivos a la planta (Wipf et al., 2019). Pero los
mecanismos subyacentes de tales interacciones son que el hongo enmascara su apariencia
y que la planta no reconoce su presencia. Asi, la planta no activa sus defensas o las reduce
hasta el punto de mantener bajo control la infeccion fingica (Panstruga et al., 2019; Wipf et
al., 2019). En consecuencia, todo esto explicaria que al no presentar una interaccion directa
entre Paraglomus laccatum y la planta de café, en la que se evidencia el bajo porcentaje de
colonizacion, esta Gltima considerara una amenaza para su sistema radicular incrementado
su produccion de perdxido de hidrogeno como respuesta frente a un patogeno (por causar
dafo en su tejido) y con ello incrementar la concentracién de glutation reducido.
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c) PB-glucanasa
El analisis estadistico de la concentracion de B-glucanasas en las hojas y raices de café a los

145 dias posteriores a la inoculacion evidencia diferencia significativa entre los tratamientos
de B-glucanasas en raices, pero no seguesenta diferencia en hojas, esto se refleja en el
andlisis de varianza (Tabla 25 y 26)9En la Figura 30 se presenta los resultados de la
concentracibn de B-glucanasas en las hojas y raices plantas de café de todos los
tratamientos. En el caso de la concentracion de B-glucanasas en las hojas, en la Figura 24 se
presentan S@ resultados en las barras de color verde. Para la concentracion de de B-
glucanasas en las raices de café, en la Figura 30 se presentan sus resultados en las barras
de color azul, presentando el tratamiento Rd+Mi (Rhizoglomus dunense y Meloidogyne
incognita) con mayor concentracion de B-glucanasas, especificamente con 95.26 mol/g en
promedio.

Tabla 25
Andlisis de varianza de la concentracion de 3-glucanasas en hojas de café variedad Caturra con
diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los

145 dias posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor
HMA 3 180,4 60,12 2,179 0,1167
Nematodo 1 164,5 164,53 5,963 0,0224
HMA:Nematodo 3 160,6 53,54 1,94 0,15
Error 24 662,3 27,59
Total 31 1167,8
NS = no significativo **= altamente significativo ™= muy altamente significativo

C.V=10,9% R2= 93%

la 26
Analisis de varianza de la concentracion de (3-glucanasas en raices de café variedad Caturra con
diferentes tratamientos de Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatum y Meloidogyne incognita a los

145 dias posteriores a la inoculacion.

F.V GL SC CM F p-valor

HMA 3 15365 5122 40,496 <0,0001 ***
Nematodo 1 34 34 0,269 0,609
HMA:Nematodo 3 15914 5305 41,944 0,0064 **
Error 24 3035 126
Total 31 34348

- g . ok - g - e o o "

NS = no significativo = altamente significativo = muy altamente significativo

C.V=12,2% R%= 91%
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Comparacion de medias de la concentracion de B-glucanasas en hojas y raices de café variedad
Caturra con diferentes tratamientos para determinar el efecto de Rhizoglomus dunense (Rd),

Paraglomus laccatum (Pl) y Meloidogyne incognita (Mi) a los 145 dias posterior a la inoculacion.

Los resultados obtenidos demuestran una mayor concentracion de B-glucanasas en las raices
en el tratamiento con presencia de Rhizoglomus dunense y Meloidogyne incégnita, mientras
que en los tratamientos controles Control y Mi, y también el tratamiento Rd+Pl+Mi
(Rhizoglomus dunense, Paraglomus laccatumy Meloidogyne incognita) presentan los valores
mas bajos, por lo que es muy importante comprender la funcion de las B-glucanasas y su
variacion de conﬁnlracién en diferentes tipos de estreses. Pu et al. (2022) en su estudio
encontré que la defensa enzimatica la inoculacion de HMA mas patogeno se mostrd un
aumento de la actividad de la B-1,3-glucanasa en un 125 % mientras que la inoculacién de
HMA o patdgeno disminuyo la actividad de B -1,3-glucanasa en un 28% y un 34%. Cabe
sefalar que las B-glucanasas se encuentran cominmente en todo el reino vegetal y existe
abundante eviderﬁ de que estan involucradas en la respuesta al estrés y especificamente
en el mecanismo de defensa de las plantas contra la infeccion por patégenos (Perrot et al.,
2022). Pero este mecanismo de defensa esta en relacion con QLﬁlaS B-glucanasas participan
participarian principalmente en el ensamblaje y reparacion/edicion de microfibrilas de
celulosa durante la biosintesis de celulosa en plantas (Vain et al., 2014). En consecuencia,

las B-glucanasas estan ancladas a la membrana plasmatica asociadas con el complejo de
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celulosa sintasa y son necesarias para la correcta biosintesis de celulosa en las paredes
primaria y semﬁdaria (Gu y Rasmussen, 2022). También se encuentran implicadas en el
mantenimiento de la resistencia mecanica de la pared secundaria, mediante para el desarrollo
de la pared secundaria puede conducir a que la planta presente un aumento en la cristalinidad
de la celulosa, facilitando el recubrimiento de microfibrillas de celulosa con xilanos durante la
formacion de la pared secundaria, lo que da como resultado paredes reforzadas (Glass et al.,
2015).

La expresion de B-glucanasas especificas también se ha asociado con una respuesta
defensiva mas eficiente contra los ataques de nematodos. De acuerdo con el mecanismo
propuesto, las plantas activan la expresion de B-glucanasas secretadas en el sitio de
alimentacién del nematodo para detener la infeccion, lo que probablemente interfiere con el
desarrollo del patégeno (Woo et al., 2014). Pero algunos nematodos han adquirido la
capacidad de reclutar B-glucanasas vegetales en los sitios de infeccidon como una forma de
promover la virulencia al ayudar en el desarrollo de células gigantes y sincitios, estructuras
de alimentacion especializadas (Tucker et al.,, 2007). Aunque la formacion de estas
estructuras es diferente seglin la especie, a menudo implica una remodelacion extensa de
las paredes de la planta y del nematodo, lo que permite el alargamiento de las ﬁulas yla
aparicion de crecimientos internos elaborados ﬁn el objetivo de aumentar el area de

supetficie para la absorcién de nutrientes (Perrot et al., 2022).

El efecto de los HMA en la concentracién de B-glucanasas en las plantas micorrizadas, es
primeramente en base a los aumentos pronunciados en la biomasa de la raiz inducida la
asosiacion, puede estar relacionada con las caracteristicas diferenciales metabélicas y de la
pared celular de las plantas (Kalluri et al., 2016). En consecuencia, se evidencian efectos
beneficiosos de las micogizas en el crecimiento de las plantas y una sugerencia de la
importancia de la quimicaoi la pared celular en la micorrizacion (Balestrini y Bonfante, 2014).
A partir de esto, se puede relacionar que en presencia y precisamente, colonizacion de
Rhizoglomus dunense en las raices de café, permitieron un mayor desarrollo de las paredes
celulares y eso se ve expresado en la cantidad de B-glucanasas presentes en estas plantas,

permitiendo una invasion y por ende, menor dafio causado por Meloidogyne incognita.
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CONCLUSIONES

Las plantas de café variedad Caturra inoculadas con Rhizoglomus dunense, mostraron mayor
desarrollo y también mayor porcentaje colonizacién (85%) y concentracion nutricional (318,3
mg/kg de nitrégeno 7,9 mg/kg de fosforo y 231,0 mg/kg potasio), evidenciandose que esta
especie de HMA tiene una gran capacidad biofertilizante y bioprotectora frente a Meloidogyne
incognita.

No hubo diferencia significativa en la incidencia de Meloidogyne incognita entre todos los
tratamientag, (100% de incidencia). Pero en el grado de severidad si se evidencia una
reduccion en plantas de café variedad Caturra inoculadas con Rhizoglomus dunense,
reduciendo de 4,4 a 2,6 el grado de severidad.

Se demostré la reduccion en la poblacién de Meloidogyne incognita en las raices de café

variedad caturra inoculadas con Rhizoglomus dunense (70,8 nematodos/100 g suelo), en
comparacion a las plantas sin inocular (192,7 nematodos/100 g suelo).

No hubo diferencias significativas en la actividad de succinato deshidrogenasa entre todos

los tratamientos, mientras que para la concentracion de glutation reducido se obtuvieron
menores valores en los tratamientos inoculados con Rhizoglomus dunense (1957,97 mol/g),
y en el caso de la evaluacion de la actividad de B-glucanasas se obtuvo el mayor valor de
reaccion en el tratamiento inoculado con Rhizoglomus dunense y Meloidogyne incognita
(95,26 mol/g).
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RECOMENDACIONES

Realizar ensayos con plantas de caé inoculadas con la especie Rhizoglomus dunense en
campo y en diferentes altitudes de la region San Martin, para determinar su efecto

biofertilizante y bioprotector en condiciones naturales.

Realizar ensayos de biofertilizacion y bioprotecciéon en plantas de café inoculadas con la
especie Rhizoglomus dunense en combinacién con otras especies nativas de HMA, para
determinar el rango de compatibilidad con otras especies de HMA o si presenta alto

mecanismo de competencia.

Realizar ensayos de biofertilizacion y bioproteccion en plantas de café inoculadas con la
especie Rhizoglomus dunense en diferentes rangos de pH, simulando los diferentes suelos

que pueden encontrarse los cultivos de café en la regién San Martin.
Realizar estudios de Paraglomus laccatum en otros cultivos de importancia agricola de la

region San Martin, con la finalidad de determinar su rango de hospederos que permitira
explotar su capacidad biofertilizante, y asi mismo determinar las interacciones genéticas-

bioquimicas que impiden su colonizacién en raices de café.
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ANEXOS

Anexo 1. Proceso de inoculacion de HMA en semillas de café de la variedad caturra

Germinacion de Lavado Perforacién en sustrato Colocacién de semilla
semillas de café

Regar y mantenerloen  Cubrir la superficie con  Inoculacién de HMA en Homogenizacion de
condiciones de campo sustrato semilla indculo de HMA en
sustrato

Anexo 2. Proceso de preparacion e inoculacion de nematodo en las plantulas de café de la variedad
caturra.

Preparacién de Inéeulo liquido Meloidogyne incognita Inoculacién de Meloidogyne incognita
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Anexo 3. Comparacion de altura de las plantas de café de la variedad caturra micorrizadas con
Rhizoglomus dunensey Paraglomus laccatum e infestadas con Meloidogyne incognita a los 145 dias
en condiciones de vivero.

T4 T5 T6 17
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