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RESUMEN

En México, el estado de Chiapas ocupa el primer lugar en la produccion y exportacion
de café organico. En el afio 2019 en el estado de Chiapas se establecieron 11,393.07
ha de café orgénico, que produjeron un ingreso de $ 263, 523.35 millones de pesos,
sin embargo, ha sido atacado por diversas plagas y enfermedades, dentro de ellas la
roya del café Hemileia vastatrix, considerada como el patdbgeno mas destructivo y de
mayor importancia econdémica para el sector cafetalero a nivel mundial, ya que esta
enfermedad redujo el 30% de la produccion del café en el 2012 y mas del 50% para el
2016 en México. Para contrarrestar esta problematica, se evalué a consorcios de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) nativos a plantas de café de la variedad
Sarchimor y Bourbon a nivel invernadero, ya que el uso biotecnolégico de un consorcio
de microorganismos, requiere estudios especificos para determinar su potencial de
uso, iniciando por la diversidad e interacciones desarrolladas en ambientes
controlados, pues a partir de ello se podran generar indicadores que permitan conocer
los efectos de éste en el hospedero; se tomé en consideracibn a estos
microorganismos, ya que los HMA ayudan a la absorcion de nutrientes de poca
movilidad como: fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), azufre (S), hierro (Fe), zinc (Zn),
cobre (Cu), manganeso (Mg) lo que da como resultado una mayor productividad del
cultivo, plantas sin deficiencias nutrimentales y mayor resistencia a enfermedades. 120
dias después de la inoculacion (DDI), las plantas fueron infectadas con roya y a los
150 DDI se evalué el efecto de los HMA en el desarrollo fisiologico encontrando un
aumento del 250% en la altura, 168% en el diametro, 142% en la longitud de la raiz,
373% en el peso seco de la raiz, 327% en el crecimiento del area foliar y 888% en el
peso seco de la parte aérea, aumentos comparados con las plantas testigo (sin HMA).
Asi mismo se evaluo el efecto bioprotector de los HMA logrando disminuir el 22% en
la variedad Bourbon y 10% en la variedad Sarchimor en el nivel de severidad de la
roya y el 18% en la incidencia de este patégeno en la variedad Sarchimory 14.7% en
la variedad Bourbon, haciendo que esta innovacion biotecnolégica sea muy rapida en
demostrar sus principales beneficios al cultivo para ser considerada como una

alternativa agroecoldgica para el productor organico.

Palabras clave: Café organico, Café Bourbon, Café Sarchimor, Micorrizas.



ABSTRACT

In Mexico, the state of Chiapas ranks first in the production and export of organic coffee.
In 2019 in the state of Chiapas 11,393.07 ha of organic coffee were established, which
produced an income of $ 263, 523.35 million pesos, however, it has been attacked by
various pests and diseases, among them coffee rust Hemileia vastatrix, considered the
most destructive pathogen and of greater economic importance for the coffee sector
worldwide, since this disease reduced 30% of coffee production in 2012 and more than
50% by 2016 in Mexico. To counteract this problem, consortia of arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) native to coffee plants of the Sarchimor and Bourbon varieties were
evaluated at the greenhouse level, since the biotechnological use of a consortium of
microorganisms requires specific studies to determine their potential use, starting with
the diversity and interactions developed in controlled environments, since from this it
will be possible to generate indicators that will allow knowing the effects of this on the
host; These microorganisms were taken into consideration, since AMF help in the
absorption of nutrients of low mobility such as: phosphorus (P), potassium (K), calcium
(Ca), sulfur (S), iron (Fe), zinc (Zn), copper (Cu), manganese (Mg) which results in
higher plant productivity, plants without nutrient deficiencies and greater resistance to
diseases. 120 days after inoculation (DDI), the plants were infected with rust and at
150 DDI the effect of AMF on physiological development was evaluated, finding an
increase of 250% in height, 168% in diameter, 142% in root length, 373% in root dry
weight, 327% in leaf area growth and 888% in aerial part dry weight, increases
compared to control plants (without AMF). The bioprotective effect of AMF was also
evaluated, achieving a 22% reduction in the level of rust severity in the Bourbon variety
and 10% in the Sarchimor variety, and an 18% reduction in the incidence of this
pathogen in the Sarchimor variety and 14.7% in the Bourbon variety, making this
biotechnological innovation very quick in demonstrating its main benefits to the crop to

be considered as an agroecological alternative for the organic producer.

Keywords: Organic coffee, Coffee Bourbon, Coffee Sarchimor, Mycorrhizae.



1. INTRODUCCION

El cultivo del café es la base econdmica de muchos paises y uno de los productos mas
comercializados del mercado mundial; se consumen 400 mil millones de tazas al afio
lo cual lo hace una de las bebidas més consumidas a nivel mundial (Palomares et al.,
2012).

En México se tiene un registré de 500 mil cafeticultores en todo el pais, segun datos
de la SAGARPA (2017) y alrededor de 3 millones de mexicanos estan asociados a la
cadena productiva del café. El estado de Chiapas, es el principal productor de café en
México, con una produccion anual de 354, 944.47 t (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, 2019), lo que corresponde al 41% de la produccién
nacional. De acuerdo con el padrén de productores cafetaleros, en Chiapas hay
180,856 productores.

Actualmente los problemas que resaltan en la produccion del café, son los bajos
precios del producto, la falta de mano de obra, la edad de los cafetales, el exceso o la
falta de lluvias y los frecuentes ataques de plagas y enfermedades. Este estudio esta
enfocado en una de ellas, la roya del café (Hemileia vastatrix)., enfermedad que

devasta plantaciones.

Se tiene registro de la roya en México desde el afio 1981, pero es a partir del 2012 que
comienza a generar grandes pérdidas econdmicas, ya que provoca la caida prematura
de las hojas, lo que propicia el debilitamiento de arboles enfermos; en infecciones
severas ocasionan la muerte de arboles, a H. vastatrix se le considera el patégeno
mas destructivo y de mayor importancia econémica para el sector cafetalero a nivel

mundial.

De acuerdo con los datos historicos del SIAP, la produccion de café en el afio 2011
fue de 1, 336, 882.14 t y ésta fue disminuyendo de manera gradual; en 2018 se registro
una produccién de 859, 992.30 t, que representd una disminucién del 35.7% en la

produccion nacional.

En la busqueda de una solucion rapida a este problema, muchos estudios fueron

enfocado a la utilizacion de variedades de café resistentes a la roya, sin embargo,



estas soluciones han derivado en distintas probleméaticas como el desarrollo de otras
enfermedades, mala calidad en taza y desconocimiento del manejo agronémico de
esas variedades por parte del productor. Ante este panorama, urgen estudios para
encontrar alternativas dirigidas al control de la roya, que beneficien el mantenimiento

y la produccion de los agroecosistemas cafetaleros actuales del estado de Chiapas.

Para ello es importante considerar a los microorganismos asociados a la rizosfera,
estos microorganismos (bacterias, hongos, virus, protozoarios, algas, nematodos)
juegan un papel importante en la sanidad y la productividad de las plantas. Entre estos
microorganismos rizosféricos, destacan los benéficos, tales como los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), estos forman simbiosis con las plantas terrestres,
actuando como un complemento de la raiz de la planta en la toma de nutrientes, en la
mejora de la calidad y de la estructura del suelo, ademas de que inducen a la
resistencia contra enfermedades y aumentan la productividad de las plantas
(Rodriguez et al., 2011; Mujica y Molina, 2017).

La diversidad de los HMA es muy amplia, por ello, es necesario conocer si existe
asociacion simbibtica con estos microorganismos en las plantas de Coffea arabica L.,
e identificar las especies de los HMA que se encuentran asociados, que permitan
generar estrategias hacia una agricultura organica mas sélida y firme en el estado de
Chiapas.

1.1 Objetivo general

Determinar el efecto de los consorcios de hongos micorrizicos arbusculares nativos de
los sistemas de produccion organica de Coffea arabica, sobre la enfermedad producida
por la roya Hemileia vastatrix en plantas de café, en condiciones de vivero, en

Venustiano Carranza, Chiapas.

1.1.1 Objetivos particulares
a) Aislar, propagar y determinar la composicién de especies de consorcios hativos
de HMA de las plantaciones de café organico en los municipios La Concordia y

Montecristo de Guerrero, Chiapas.



b) Seleccionar los consorcios de HMA nativos mejor propagados para probar sus
efectos en la bioproteccion de las plantas de Coffea arabica de las variedades

Bourbon y Sarchimor.

c) Determinar los efectos de los consorcios de HMA nativos de las plantaciones
de café organico sobre el crecimiento vegetal y la proteccion hacia la
enfermedad producida por Hemileia vastatrix en plantas de Coffea arabica de

las variedades Bourbon y Sarchimor.

1.2 Hipétesis

» La aplicacién de los dos consorcios nativos de HMA aislados tendran un efecto
promotor de crecimiento y bioprotector positivo en la disminucién del nivel de la
severidad y el porcentaje de incidencia en las hojas de las plantas provocadas

por Hemileia vastatrix, en las dos variedades de café.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Condiciones ambientales del cultivo del cafeto

El cafeto es una planta arbustiva cuya altura es de entre dos a seis metros en
plantaciones en produccién, mientras que en condiciones silvestres puede alcanzar
mayor altura (Instituto del Café de Costa Rica ICAFE, 2011). Entre las condiciones

Optimas para el cultivo del café, se encuentra:

Altitud entre los 500 y 1700 m snm. Por encima de este nivel se han observado
limitaciones en relacion con el desarrollo de la planta. Precipitacion entre los 2000 a
3000 mm anuales. Con precipitaciones menores se presenta graves problemas de
crecimiento de la planta, con precipitaciones mayores hay afectacién en la calidad de
la taza y problemas con enfermedades. Temperatura entre los 17 a 23 °C,
temperaturas inferiores a 10 °C., provocan clorosis severa y envejecimiento de las
hojas nuevas. Humedad relativa (Escamilla, 2016); en la zona cafetalera el aire es
normalmente humedo, pero cuando alcanza niveles superiores al 85%, se genera el
ataque masivo de enfermedades fungosas que afectan la productividad de las plantas.
Vientos fuertes ocasionando que las plantas de café muy altas por un mal manejo
lleguen a caer; en las hojas provoca la desecacién (Centro Nacional de Investigaciones
del Café “CENICAFE”, 2016).

2.2 Principales variedades de café en México

El café fue introducido en México a finales del siglo XVIIl y poco a poco fue
incorporandose entre las bebidas calientes como el atole y el chocolate (Arellano,
2010). Entro a México directamente por Veracruz, en ese mismo estado se comenzo
a producir y a exportar, el andlisis sobre su importancia econdmica impulsé la
intensificacion del cultivo en Veracruz. Este grano llegé para quedarse y en la
actualidad el sector cafetalero ofrece el mas puro y excelente grano de especialidad
(Asociacion Mexicana de Cafés y Cafeterias de Especialidad “AMCCE”, 2016).

El café es un producto basico que se cotiza en los principales mercados de materias
primas en Londres y Nueva York, es por ello que la industria cafetalera crecio

rapidamente en el pais; las principales zonas cafetaleras que mas resaltan en todo



México para este cultivo son: las regiones de Coatepec, Veracruz; Pluma Hidalgo,

Oaxaca; el Soconusco y Los Altos, en Chiapas (Higuera y Rivera, 2018).

Actualmente se cultivan principalmente las variedades de la especie Coffea arabica,
las mas cultivadas son: Criolla (conocida como Tipica), Bourbén, Caturra, Maragogipe,
Mundo novo y Robusta (Lépez et al., 2016). Como parte de las estrategias del gobierno
de México, para dar soluciones contra el problema de la roya del café en Chiapas, se
comenz6 desde el afio 2012 a distribuir plantas de café de las variedades Catimor,
Costa Rica-95, Oro Azteca, Sarchimor y Marsellesa, resistentes a la roya (Escamilla,
2016; Libert y Paz, 2018).

2.3 Produccion de café organico en el estado de Chiapas

A través de un estricto control de calidad se produce el café organico, sin la utilizacion
de agroquimicos, de fertilizantes convencionales, de herbicidas (glifosato), ni de
hormonas de crecimiento, que dafian la salud de los consumidores, para ello se disefia
un plan estratégico considerando el manejo agronémico del cultivo y todos los
estandares de produccion, lo cual es monitoreado por certificadoras de productos
organicos para supervisar el cumplimiento de cada actividad y asegurar la calidad de
los alimentos (Palomares et al., 2012). Una de las virtudes del cultivo del café organico
que mas sobresalen es la utilizacion de arboles frutales y maderables dentro de su
sistema de produccion, esta complejidad lo convierte en un cultivo amigable con el
medio ambiente, ademas es producido en su mayoria por productores indigenas
(Gonzalez, 2010).

El mercado del café organico reposa en consumidores dispuestos a pagar un aumento
del 15 al 20% del café, en el precio del café, para mantener su salud al ingerir un
producto libre de agroquimicos. En México, el estado de Chiapas ocupa el primer lugar
en la produccion y exportacion de café organico, seguido de Oaxaca, Veracruz y
Puebla, con una produccion total de 350 mil sacos de 60 kg, lo que convierte a México
en el segundo productor mundial (Centro de Estudios para el Desarrollo Rural
Sustentable y la Soberania Alimentaria “CEDRSSA”, 2018). En el afio 2019 en el
estado de Chiapas se establecieron 11393.07 ha de café organico, que produjeron un
ingreso de 263,523.35 millones de pesos (SIAP, 2019).



2.4 Principales plagas y enfermedades del café

Existen diversas formas de controlar las plagas y enfermedades que atacan al cultivo
del café, dependiendo del tipo de dafio y del nivel del umbral econémico se pueden
utilizar: control biologico, cultural, mecéanico, conductual y quimico. El cultivo del café
es atacado por plagas como broca del café, barrenadores del café y mosquita blanca
y enfermedades como ojo de gallo (Mycena citricolor), nematodo del café
(Meloidogyne sp.) y principalmente la roya del café (Hemileia vastatrix) en las

variedades de Coffea arabica (Colonia, 2012).

2.5 Roya del café

La roya del café es una enfermedad causada por el hongo Hemileia vastatrix, su ciclo
de aparicion en el cultivo comienza en junio y suele terminar en mayo, pero todo
depende de las condiciones climatolégicas de cada lugar; el pico de la enfermedad
suele producirse en diciembre, momento cuando el fruto alcanza su mayor madurez,
lo que puede provocar una defoliacion casi completa de las plantas en funcién de la
severidad, puede causar la muerte de las plantas y ocasionar una pérdida de
produccién muy alta (ANACAFE, 2012).

El primer informe sobre la roya del café se produjo en Sri Lanka (antes conocida como
isla de Ceilan) en 1869, ese mismo afio, el experto britAnico en hongos Miles Joseph
Berkey describid el hongo, que causo la enfermedad y le dio el nombre cientifico de
Hemileia vastatrix (Virginio y Astorga, 2015). En América Latina, la roya del café
aparecio por primera vez en Brasil en enero de 1970, desde donde se extendio a todas
las regiones de ese pais y por todos los paises productores de café en Latinoamérica
(ANACAFE, 2012).

En afio 1981, la roya lleg6 a Chiapas, México; a lo largo de los afios, se ha vuelto mas
agresiva debido a las constantes mutaciones que se han favorecido por el mal manejo
fitosanitario por parte de los productores, pero no fue sino hasta en septiembre -
octubre del 2012, donde se dieron las condiciones anormales de humedad y
temperatura que favorecieron una gran proliferacion de la roya del cafeto, lo que llevo
a gque la produccion se redujera en un 30% a causa de esta enfermedad (SENASICA,
2013; Virginio y Astorga, 2015).



La importancia econdmica que representa H. vastatrix en México radica en que existe
un area de siembra nacional superior a 737,376.45 ha, de las cuales se cosecharon
699,307.33 ha, se obtuvo una produccion de café cereza de 1,166,025.82 toneladas,
con un valor de produccion que supera los 5,593 millones de pesos (SIAP, 2016). Sin
embargo, Hemileia vastatrix, ha provocado una reduccién en la produccién de mas de
50% entre los afios 2012 y 2016, ocasionando grandes pérdidas econdmicas a los
pequefios, medianos y grandes productores de café (CEDRSSA, 2019).

En resumen, los datos que se han registrado de esta enfermedad son alarmantes, ya
gue redujo el 30% de la produccion del café en el 2012 y mas del 50% para el 2016.
Actualmente la preocupacién de la industria cafetalera radica en que la mayoria de las

variedades con mas demanda de exportacion son susceptibles a esta enfermedad.

2.5.1 Sintomatologia de la roya del café

Una temperatura de 16-28 °C y un ambiente humedo, favorecen a H. vastatrix para
gue pueda parasitar a las hojas vivas de los cafetos; se necesitan de 5 a 8 horas para
formar la estructura de unién derivada de las hifas de los hongos parasitos; luego de
gue el hongo germina, las hifas formadas penetran por los estomas de las hojas,
ubicados en el envés de la hoja, posteriormente, el hongo desarrolla una estructura
llamada haustorios, que penetra a las células vegetales para extraer nutrientes y

promover el crecimiento del hongo (Rayner, 1961).

Los sintomas de la enfermedad aparecen en el envés de las hojas en forma de
pequefias manchas amarillas o anaranjadas; el tamafio de las manchas aumenta con
el tiempo y toman un aspecto pulverulento amarillo dado por las esporas, que en
conjunto tienen coloraciones amarillas o naranjas. Cuando la enfermedad progresa,
debido a la muerte del tejido, se observa un color ennegrecido en el centro de la
mancha, esta muerte provoca después la caida de las hojas enfermas afectando
drasticamente el proceso fotosintético de la planta (Virginio y Astorga, 2015) y reduce
considerablemente la produccion de café (Pérez, 2016).

Rivillas et al. (2011) indican que el proceso de contagio de la roya del café se inicia
cuando aparecen los sintomas de la enfermedad por debajo de las hojas, generando

manchas necroticas que aumentan de tamafio con el paso del tiempo, por lo que su



control debe ser preventivo, es decir, antes de que aparezcan estos sintomas, ya que

una vez avanzada la enfermedad es muy dificil controlarla.

El tiempo que transcurre desde la infeccion hasta la produccion de esporas se
denomina periodo de incubacion. Después de 30 dias, el hongo ha madurado lo
suficiente como para diferenciarse en una estructura llamada soros, a partir de los
cuales puede dispersarse la enfermedad a otras plantas como se observa en la Figura

1, por lo tanto, su control debe ser rapido y oportuno (Rivillas et al., 2011).

Incidencia
Severidad
Soros

AMB'ENTE Condiciones

Condiciones Favorables
Favorables

Figura 1. Modelo epidemiolégico-inductivo de H. vastatrix tomado de Calderon et al.
(2013).

2.5.2 Diseminacion de laroya del café

Las esporas del hongo H. vastatrix se desprenden facilmente de las plantas
provocando asi una dispersién de esta enfermedad; la roya es transmitida por el
hombre, el viento, la lluvia, los insectos y otros animales, que transportan las esporas
de una planta infectada por roya a otra no infectada, por lo que su control fitosanitario
en campo es muy dificil y costoso econdmicamente (Fondo Nacional de

Investigaciones Agropecuarias “FONAIAP”, 1984).



Se han reportado casos en la India, en donde encontraron insectos de las especies
Euphysothrips subramanii y Scirtothrips bispinosus que, al alimentarse de las puastulas
de la roya, acarrean grandes cantidades de esporas facilitando la dispersion entre las
plantas de este cultivo. Con base en todo esto se ha propuesto que la llegada de la
roya a México fue a través de plantas vivas, de personas del extranjero con esporas

en su vestimenta o bien de sacos de exportacion (Garcia, 2013).

Para este estudio se entiende como roya del café a la principal enfermedad que ataca
al cultivo del café y provoca la caida parcial o total de las hojas de las plantas,
ocasionando grandes pérdidas econdmicas, tal como lo mencionan diversos autores e
instituciones (ANACAFE, 2014; Virginio y Astorga, 2015; Medina et al., 2016; FIRA,
2016; Henderson, 2019). Ante esta situacidn, instituciones de gobierno,
organizaciones y centros de investigacion agricola deben buscar alianzas para

encontrar alternativas encaminadas a resolver esta problematica.

2.6 Uso de microorganismos benéficos

Para resolver los problemas ocasionados por esta enfermedad en el cultivo del café,
las politicas publicas implementadas a través de instituciones federales y estatales
comprenden la distribucion de variedades de plantas resistentes a la roya, sin tomar
en cuenta ninguna propuesta agroecoldgica, lamentablemente en la actualidad es
posible ver las consecuencias productivas y ecolégicas, como lo describe Henderson
(2019). Estas plantas requieren al afio de dos aplicaciones de fertilizantes quimicos,
de una poda de formacion y de dos o tres limpias para el manejo de sombra, lo que
demanda mucha mano de obra e insumos, ademas de tener una vida productiva de

s6lo ocho a doce arios.

Lo que se busca en esta investigacion es aportar conocimientos que favorezcan la
produccion de café, pero de las variedades tradicionales, a través del uso de
microorganismos benéficos que controlen la roya, ya que existen en el suelo
comunidades microbianas que realizan funciones clave para mantener la productividad
de las plantas, al proveerles de nutrientes y al estimular procesos fisiolégicos y la
produccion de diferentes metabolitos de resistencia; entre los organismos que viven

en el suelo, se puede destacar la funcién ecoldgica de los hongos micorrizicos



arbusculares (HMA), que tiene un alto impacto en la estabilidad de los ecosistemas

aun cuando las condiciones edaficas son extremas (Garzon, 2016).

Ademas, son los responsables de mantener los nutrientes en los ecosistemas,
especificamente entre el suelo y la plantas, pero por otro lado la agricultura
convencional ha provocado la destruccidon de microorganismos benéficos y han
favorecido a grupos de hongos melanizados, patdégenos, costras y liquenes, es por ello
que la utilizacién de fungicidas en policultivos no ha logrado controlar los fitopatégenos
(Romero, 2020).

2.6.1 Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Los HMA son microorganismos benéficos que habitan en el suelo y proporcionan una
conexion entre el suelo y las raices de las plantas, incluso entre plantas vecinas, lo
que permite el intercambio de nutrientes, dentro de ellos el fosforo (P), al existir un
nivel bajo de P en el suelo, habra un bajo nivel de fosfolipidos en la membrana vegetal,
por lo tanto, se generara una mayor exudacion de estrigolatonas en el sistema
radicular, esta hormona es una de las responsables de estimular la simbiosis en la

colonizacion del hongo con la planta. (Contreras, 2016).

Los suelos de los cafetales en todo Centroamérica contienen un pH bajo (alta acidez)
y tienden a tener bajo contenido de fosforo, por lo que la utilizacién de estos
microorganismos es de gran importancia para el desarrollo radicular y para mejorar la
productividad de las plantas (Figura 2) (Aprile, 2017), ya que la micorriza es una
asociacion simbiotica en la que el huésped y el hospedero, se benefician mutuamente
(Andrade, 2010).

Los HMA son los simbiontes mas comunes de las plantas; viven en el suelo y
pertenecen al Phylum o Division Glomeromycota. Gran parte de las plantas en el
mundo estan asociadas con HMA; se estima que cerca de 200,000 hospederos-
plantas-, se asocian con estos organismos: el 83% de las dicotiledéneas, el 79% de
las monocotiledéneas y todas las gimnospermas forman regularmente asociaciones

micorrizicas (Sanchez, 2015).

Se ha identificado que los HMA ayudan a la absorcion de nutrientes de poca movilidad
como; fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), azufre (S), hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu),
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manganeso (Mg) (Sanchez, 2015) y a la absorcién de agua (Diaz et al., 2013), lo que
da como resultado una mayor productividad vegetal, plantas sin deficiencias
nutrimentales y mayor resistencia a enfermedades (Padron et al., 2019), a su vez,
como parte del intercambio los HMA obtienen carbohidratos de las plantas y de esta

manera se fortalece la simbiosis entre los HMA y las plantas (Barrer, 2009; Rodriguez

et al., 2011; Mujica y Molina, 2017; Hernandez et al., 2020).

Planta con
Micorriza

Plantasin
Micorriza

Micelio
micorrizico
externo

¥4 / |
/ { i ‘
Figura 2. La simbiosis aumenta la capacidad de absorcion de nutrimentos y agua de
la raiz gracias a las hifas de los HMA gue se extienden mas que las raices secundarias

y los pelos radicales (Robles, 2006).

2.6.2 Especies de hongos micorrizicos arbusculares conocidas en el mundo, en
México y en el cultivo de café en Chiapas

Los registros fosiles y datos moleculares demuestran que los HMA han estado
asociados con las plantas por mas de 400 millones de afios, es por ello que se
consideran como la columna vertebral del suelo (Barea et al., 2002). De acuerdo con
datos de la lista de especies actualizada en noviembre del 2021 (http://www.amf-
phylogeny. com/amphylo_species.html) existen 341 especies reportadas de HMA en

todo el mundo.

En México, se han registrado 143 especies de HMA, que representa el 41% de las
especies conocidas a nivel mundial, se ha encontrado en ecosistemas aridos y
semiaridos (Alvarez et al., 2019) y 50 especies de HMA se han identificado en cultivos

de café Coffea arabica (Hernandez et al., 2020).
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Bertolini et al. (2020), realizaron una investigaciéon donde identificaron HMA en el
cultivo del café en la regién del Soconusco, del estado de Chiapas, ya que aseguran
que su utilizacion mejoraria la produccion y la sanidad de las variedades tradicionales
gue existen en el estado y contribuiria a evitar la sustitucion de una especie de cafeto
por otra. En el estudio se identificaron 10 géneros y 27 especies de HMA; una de ellas,

Ambispora reticulata, que fue un nuevo registro para Chiapas y México.

2.6.3 Hongos micorrizicos como biofertilizante

En la agricultura, cada dia aumenta el uso de los hongos micorrizicos arbusculares
como como biofertilizantes, lo que ha disminuido drasticamente las aplicaciones de los
fertilizantes quimicos en los cultivos (Barrer, 2009). En todo México actualmente se
estan comercializando bajo distintas marcas y presentaciones, por empresas
particulares e instituciones como; Buckman Laboratories, Plant Healt Care, la
Universidad Veracruzana, Colegio de Postgraduados, Biofabrica Siglo XXIII e INIFAP

por mencionar a los mas comunes (Hernandez, et al., 2020).

Existen numerosas investigaciones en diferentes cultivos que respaldan la utilizacién
de los HMA como biofertilizantes, dentro de ellos se puede resaltar la aplicacion de
micorrizas en la produccion de frutales. Por ejemplo, en el cultivo del durazno
evaluaron la aplicacion de HMA Funneliformis mosseae y encontraron un 45% de
aumento en el crecimiento de la biomasa seca del fruto, en comparacién con las
plantas no micorrizadas; con la especie de HMA Funneliformis mosseae, este estudio
demostré que con la utilizacion de los HMA en frutales pueden lograrse grandes

rendimientos cuidando al medio ambiente (Wu et al., 2011).

Con respecto al cultivo de alimentos béasicos, en maiz crecido en suelos con bajo
contenido de fosforo, aumentaron los rendimiento debido a la influencia de los HMA
Scutellospora pellucida, Scutellospora calospora, Glomus leptotichum y Acaulospora
mellea, nativos del suelo, de manera individual y en consorcios; considerando los
rendimientos de la zona, los indculos en consorcios redujeron la cantidad de aplicacion
de P en un 25% y aumentaron el rendimiento de maiz en un 100% (de 2 a 4 t ha™?)
(Cabrales et al., 2016).
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Con relacion al cultivo del café se realizé una investigacion utilizando los HMA para el
crecimiento de plantas de café de la variedad Caturra en condiciones de vivero durante
siete meses con la aplicacion de nueve consorcios de HMA; se demostré que la
aplicacion de HMA en plantas de café, increment6 la biomasa seca radicular entre
77.16 'y 203.22%, en comparacion con las plantas no inoculadas y efectos positivos en

los pardmetros morfoldgicos de la planta (Del Aguila et al., 2018).

Por lo tanto, la aplicacion de los HMA puede reducir el uso de hormonas de crecimiento
y fertilizantes quimicos, evitando la degradacién de los ecosistemas y la pérdida de
nutrientes en los suelos agricolas. Ademas de mantener la capacidad de produccion
en el sistema, se puede proteger la biodiversidad promoviendo una producciéon mas
sostenible, es decir la utilizacion de los HMA como parte del manejo agronémico de
los cultivos es muy importante y beneficiosa para todo el sistema agricola (Hernandez
y Chauilloux, 2004).

2.6.4 Hongos micorrizicos arbusculares como agentes de control biolégico

La agricultura convencional con la utilizacion de agroquimicos y de maquinaria pesada
conlleva a pérdidas importantes de los suelos debido a que favorece la erosion por
viento y por agua, al mismo tiempo que se reducen la cobertura vegetal, la materia
organica y organismos e interacciones ecosistémicas, lo que lleva a que los sistemas

de produccién cuenten con pocas defensas y una baja rentabilidad (Clavijo, 2013).

En la produccién de café convencional utilizan un paquete tecnologico a base de
agroquimicos, pero han observado que cada afio este tipo de manejo se vuelve menos
rentable debido al aumentos de los costos de los insumos y de las dosis para el control
de las plagas y enfermedades (ICAFE, 2011). Por lo tanto, resulta poco eficiente
controlar la roya Unicamente con fungicidas, ya que son muchos los factores que
deben tomarse en cuenta como: el manejo de sombra del cafetal, densidad de plantas,
aplicacion de fungicidas preventivos, podas estratégicas, monitoreos constantes de la
enfermedad y nutricion adecuada de las plantas, para asegurar el vigor y equilibrio

para el desarrollo adecuado del café (Garcia, 2013).

Se ha documentado que la utilizacion de microorganismos benéficos ayuda a controlar

enfermedades y a mejorar la nutricién vegetal (Rivillas, 2019). Factores esenciales
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para el control de esta enfermedad son los HMA, sus efectos positivos se basan en
que esta simbiosis mejora la nutricidn, la salud y la vitalidad de las plantas, esto se
debe a que la planta micorrizada podra asimilar nutrientes del suelo accesibles para
los HMA, necesarios para todo el buen funcionamiento y crecimiento vegetativo de las

plantas (Riveros, 2010).

Ademas, los HMA estimulan una mayor tasa fotosintética en las plantas, generada por
una mayor eficiencia en la utilizacién de P en el proceso fotosintético, que induce en
la formacion de compuestos que influencian la funcion de los cloroplastos, entre los
cuales estan implicadas las fitohormonas (Paillaco, 2010). Dentro de esas
fitohormonas estan las estrigolactonas, el acido salicilico y el &cido jasmédnico en las
plantas, poniéndolas en un estado de "alerta”, en el que las defensas se activan, para
dar una respuesta mas rapida e intensa ante el ataque de un patdgeno o plaga (Jung
et al., 2012).

Se ha comprobado que el acido jasmonico y el etileno conllevan a la sintesis de
sustancias téxicas para los fitopatdgenos, como fitoalexinas que son metabolitos
secundarios, con propiedades antimicrobianas, producidos por las plantas en
respuesta a una infeccion, dafilo mecénico o a estrés (Garcia y Pérez, 2005) y las
proteinas relacionadas con la patogénesis, que inducen a la RSA (Resistencia
Sistematica Adquirida) y a la RSI (Resistencia Sistémica Inducida) en las plantas al
encender su sistema de alerta al momento de colonizar la raiz y activar rutas
metabdlicas (Madriz, 2002). Este mecanismo es conocido como potenciador o
“priming” (Figura 3) (Jung et al., 2012).

Por otro lado, cuando las plantas de café que son atacadas por H. vastatrix, de manera
natural activan mecanismos de respuesta hipersensible (HR), por efectores
patogénicos, que se asocian con la deposicion de callos, de compuestos fendlicos
(flavonoides y acido clorogénico), de enzimas como las lipoxigenasas y las
peroxidasas que estimulan la via de los fenilpropanoides y de las proteinas
relacionadas con la resistencia a patégenos (PR), como la B-1,3-glucanasa y la
quitinasa (Florez et al., 2017). A respecto, Jung et al. (2012), sefialaron que las plantas

micorrizadas (HMA), activan y aumentan la quitinasa y la glucanasa (Figura 4).
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Resulta interesante el comportamiento de ambas enzimas, ya que degradan la quitina
y los glucanos, que forman parte de la pared celular del hongo y de las hifas generadas
por la esporulacién y como consecuencia protegen a la planta de la colonizacion por
la roya (Guerra et al., 2009; Gonzélez et al.,, 2011); probablemente las plantas
micorrizadas utilizan a la quitinasa para degradar la pared celular fungica y usarla

como un sistema protector durante la incidencia de la roya (Monteiro et al., 2016).
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Figura 3. El aumento de microorganismos benéficos en el suelo, genera buenas
interacciones tridireccionales planta-microbio-artrépodo (PMA) que mejoran las
sefalizaciones y la resiliencia que coordinan las respuestas ante un ataque a la planta
(Gruden et al., 2009).

Ademas de estas dos enzimas complejas que se involucran cuando una planta es
atacada por H. vastatrix, fitopatdgeno que ataca principalmente las hojas, se ha
descubierto que se activa la enzima peroxidasa, mejorando el sistema antioxidativo,
como mecanismo protector ante agentes oxidantes como el estrés al tejido foliar por
la degradaciéon de las hojas, que inducen la biosintesis de lignina y de suberina en
hojas, lo que hace que las plantas resistan ante un ataque de la roya, lo que sugiere

un posible mecanismo de resistencia mediante la sintesis de éstos compuestos y la
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actividad de éstas enzimas modulado por la micorriza arbuscular (Honorato et al.,
2015; Monteiro et al., 2016).

En Veracruz, México, se realizd una investigacion con HMA con el objetivo de
identificar a las poblaciones de estos hongos en las plantas de café de la variedad
Tipica con y sin signos de infeccion por roya; se identificaron 14 géneros y 37 especies
de HMA, con mayor porcentaje de colonizacion de raices y densidad de esporas en

plantas sin signos de infeccidén (Herrera et al., 2019).

Trejo et al. (2018), comprobaron el efecto bioprotector de los HMA, en plantas de café
de la variedad Garnica en etapa mariposa, al inocular siete consorcios de HMA nativos
de café. Doscientos dias después de la inoculacién infectaron las plantas con el
nematodo fitopatégeno Meloidogyne incognita (suspensién con 1500 juveniles) a 3 cm
de la base de la planta. Aunque el volumen radical de las plantas inoculadas con el
patégeno disminuy6 hasta en un 70.93%, sin embargo, las plantas en la parte area de
las plantas logré mantener un excelente desarrollo fisioldgico, similar a las que no
tenian el patégeno; después de siete meses de haber inoculado los nematodos no se
descubrié presencia de agallas en las raices de los tratamientos infectados, por lo que

concluyeron que su destruccién fue evidente.

Por su parte Hernandez et al. (2020), enfocados en corroborar el efecto bioprotector
de los HMA contra Phoma costarrisensis, hongo que infecta las hojas jévenes y
ocasiona la reduccion del tejido fotosintético, utilizo dos indéculos micorrizicos:
Rhizophagus aggregatus y un consorcio (Glomus claroides, Rhizophagus diaphanus y
Paraglomus albidum), en plantulas de café de las variedades Catuai, Garnica, Caturra
y Catimor, para determinar la mejor simbiosis entre planta-hongo; evalu6 contenido de
fosforo en las plantas, altura, indice de eficiencia de la micorrizacién en la sanidad de
la planta y materia seca. En este estudio se demostré que la produccién de plantas
inoculadas, con el consorcio generd los incrementos mas altos en altura de la planta y
materia seca en la variedad Garnica, el contenido de fosforo en la variedad Catimor y
gue las variedades Garnica, Catimor y Caturra, presentaron los mas bajos indices de
dafio por el hongo fitopatdgeno. Estos resultados resaltan la importancia de la
utilizacion de los HMA en los cultivos de interés econdémico, ya que mejoran el estado

nutricional de las plantas, compiten con los patdogenos por los nutrientes, mejoran el
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desarrollo anatémico y fisiologico de las raices y aumentan la resistencia al estrés
provocado por plagas y enfermedades que pueden provocar perdidas parciales o

totales en los cultivos (Ortega et al., 2015).
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Figura 4. La utilizacion de los HMA en los cultivos aumenta y activan SLs=

Estrigolactona, SA= Acido Salicilico y JA= Acido jasménico (Jung et al., 2012).

Se tiene que resaltar que el cultivo del café es micotréfico, es decir, para su desarrollo
vegetativo y productivo depende de la presencia de los HMA en el suelo y de la
formacién de la micorriza en sus raices, por lo tanto, se les debe ver como una
oportunidad viable de investigacion cientifica dirigida a identificar y conocer la funcion
de los consorcios de HMA nativos de su rizosfera, para definir si son los mejores
candidatos para mejorar los sistemas de manejo del café y para producirlos y ofertarlos
a través de productos comerciales accesibles para los productores de café organico,
ya que los sistemas de produccidén organica van en aumento en todos los estados

cafetaleros de México (Hernandez et al., 2020).

También hay que sefalar que se entendera como consorcio de HMA a la asociacion y
propagacion de diferentes especies de estos hongos, que interactiian en conjunto para
lograr un objetivo en comun, de acuerdo con lo sefalado por diferentes autores
(Cabrales et al., 2016, Del Aguilar et al., 2018, Trejo et al., 2018 y Hernandez et al.,
2020).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del area de estudio
Esta investigacion se realizd6 en cuatro lugares diferentes debido a las diversas

actividades que se realizaron.
Obtencion de las fuentes de in6culo

Para obtener los HMA que servirian como fuente del inoculo y realizar su multiplicacion
de los HMA, se realizaron muestreos de suelos rizosféricos de café, en las principales
zonas cafetaleras del estado de Chiapas, considerando a los municipios de La
Concordia y Montecristo de Guerrero, pertenecientes a la Region VI Frailesca; se
seleccionaron a estos municipios por tener la certeza de trabajar con productores de

café orgénico certificado y especial por su excelente calidad de taza.
Obtencion de los consorcios de HMA

La multiplicacion de los consorcios de los HMA se realizd en plantas trampas a nivel
invernadero, en el Laboratorio de Fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia Vegetal
del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco
A.C. (CIATEJ).

Identificacidén de las especies de los HMA de las fuentes de los in6culos y los

consorcios.

Después de la obtencion de las muestras de suelo y de los consorcios de HMA, se
determinaron taxonémicamente las especies de los HMA, en las instalaciones del
Laboratorio de biologia molecular del Centro de Investigacion en Genética y Ambiente,

de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala.
Conduccién del experimento

La evaluacién de los consorcios de HMA con plantas de café bajo condiciones de
vivero, se llevé a cabo en un vivero de café tecnificado, ubicado en la Col. Presidente

Echeverria, Mpio. de Venustiano Carranza, Chiapas, México.

La colonia pertenece a la regién IV Los Llanos, del estado de Chiapas, México. Limita

al norte con Totolapa, Nicolas Ruiz y Teopisca, al noreste con Amatenango del Valle,
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al este con Las Rosas y Socoltenango, al sur con La Concordia, al oeste con Villa
Corzo y Chiapa de Corzo, al noroeste con Acaléd. Se encuentra en las coordenadas
GPS: Longitud (dec): -92.668611 y Latitud (dec): 16.335833. La localidad se encuentra
a una mediana altura de 540 metros sobre el nivel del mar. El clima es calido
subhumedo con lluvias en verano, Figura 5. La vegetacion es de selva baja, con una
precipitacion media anual es de 1, 100 mm — 1, 500 mm y una temperatura media
anual de 16 - 26°C (INEGI, 2014).

Localidades ¢ Infraostructura para ol Transporte

TEOPISCA

LA CONCORDIA

_ Presidente Echeverria
(Laja Tendida)

Figura 5. Ubicacion del vivero de café en la Col. Presidente Echeverria, municipio de

Venustiano Carranza, Chiapas.

3.2 Metodologia experimental

El trabajo de investigacién se organiz6 en cuatro fases:
1.- Muestreo de suelos en cafetales para la obtencion de los in6culos base de HMA

2.- Identificacion de las diferentes especies de los HMA asociadas a la rizosfera del

del café organico y el andlisis fisico quimico de los suelos de procedencia de los HMA.

3.-Multiplicacién de los HMA en los consorcios y cuantificacién de esporas.
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4.- Evaluacion del efecto de los consorcios de los HMA sobre el crecimiento y la

bioproteccién hacia la roya en plantas de café en condiciones de vivero.

3.2.1 Fase |: Muestreo de suelos en cafetales para la obtencion de los in6culos
base de HMA

Los muestreos se realizaron en cafetales organicos del municipio de Montecristo de
Guerrero, Chiapas., se encuentran a una altitud entre 800 y 2 800 m snm., con una
temperatura media anual de 14 — 24°C, con precipitaciones de 2, 500 — 4, 000 mm
anuales y en el municipio de La Concordia, Chiapas, se encuentran a una altitud entre
400 y 2, 500 m snm, con una temperatura media anual de 14 — 26°C, con
precipitaciones de 1, 000 — 4, 000 mm (INEGI, 2008). Con base en el informe del
ICAFE (2011), ambos municipios cuentan con las condiciones ideales para producir
café de calidad.

Los muestreos de suelos se realizaron en la temporada de lluvia, en el mes de octubre
del afio 2019 y en la temporada seca, en el mes de mayo de 2020, se seleccionaron
dos localidades de cada municipio; en cada localidad, se selecciond un predio con una
variedad de café considerando las variedades: Bourbon (Br) y Sarchimor (S) (Cuadro
1). Se consideraron estas variedades ya que, en el certamen de taza de excelencia en
México, obtuvieron los mejores porcentajes en taza. (Alliance For Excellence, 2018).

Cuadro 1. Variedades de café organico, ubicadas en la region VI Frailesca, Chiapas.

Altitud Variedad

(m snm) de café Productor

Municipio Localidad

Toro Bellavista (TB-S) 1088 Sarchimor Mauro Gonzalez G.

La . . .
San Francisco (SF-BR) 1565 Bourbon  Aurelio Guzman M.

Concordia

Montecristo Laguna de Cofre (LC-S) 1783  Sarchimor  Edgar Bravo S.

de Toluca (TO-BR) 1415 Bourbon Leyvi Celi Morales C.
Guerrero

Las muestras de suelos se obtuvieron de la zona rizosférica de las plantas del café; se
tomaron cuatro submuestras por planta de café, a la altura del area de goteo, a una

profundidad de los 0 a los 20 cm, posteriormente las submuestras fueron mezcladas
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para hacer una muestra compuesta de aproximadamente 1 kg por planta, se

muestrearon 5 plantas por parcela (Trinidad, 2014).

El muestreo utilizado fue sistematico dirigido, tomando los cinco puntos en forma de
“W”, muestreando plantas vigorosas, sanas y sin sintomas de roya de café, ya que, en
una investigacion de Herrera et al. (2019), demostraron que existe mayor colonizacion

micorrizica en una planta de café sin roya, que una con roya.

Después de realizar los muestreos se colocaron en un lugar protegido durante 15 dias
para secarlas a temperatura ambiente y nuevamente fueron etiquetadas en bolsas de
polietileno para ser transportadas a los laboratorios correspondientes para ser
analizadas. En el laboratorio dichas muestras fueron colocadas en botes plasticos de
1 L de capacidad, etiquetadas y almacenadas a temperatura ambiente en oscuridad

hasta su posterior uso (Trinidad, 2014).

3.2.2 Fase Il Identificacidn de las diferentes especies de los HMA asociadas a la
rizosfera del del café orgénico y el analisis fisico quimico de los suelos de
procedencia de los HMA.

La identificacion de las especies nativas de los HMA presentes en el cultivo de café y
en los consorcios propagados, se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Centro de Investigacion en Genética y Ambiente, de la Universidad Autonoma de
Tlaxcala., donde se realizaron las siguientes actividades.

Identificacién taxondmica de las especies de los HMA

La identificacion taxonémica de las especies se realizé con base en la morfologia de
las esporas. Para ello, se tomaran 50 g de suelo seco de la muestra compuesta de los
cafetales organicos para extraer las esporas de HMA mediante la técnica de tamizado
hamedo, decantacién y centrifugacion con gradiente de sacarosa (60%, p:v) (Figura 6)
(Gerdemann y Nicolson, 1963). EI método consistio en homogenizar 50 g de suelo en
1 L de agua, dejando reposar la mezcla por 10-15 segundos y realizando el tamizado
en cuatro tamices: 600, 150, 75 y 45 um de apertura de malla (Sanchez, 2015).

El material retenido en el tamiz de 500 um de apertura de malla se vertié en una caja
de Petri y se revisO directamente bajo un microscopio estereoscoépico. El del tamiz de

45 pm se coloco en los tubos de centrifuga donde previamente se preparo el gradiente
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de sacarosa; se centrifugo a 1500 rpm por 3 minutos, al termino, el sobrenadante se
vertié sobre un tamiz de 40 um de apertura de malla, se lavé con abundante agua
destilada y se vertié en una caja de Petri para extraer las esporas (Brundrett et al.,
1996).

Las esporas fueron extraidas con la ayuda de un estereomicroscopio y se colocaron
en un portaobjetos clasificandolas por grupos, de acuerdo con las caracteristicas de
color y tamafio, mismos que se registraron en una base de datos. Posteriormente a
cada grupo de esporas se le agregd una gota de alcohol polivinilico en lactoglicerol
(PVLG) mezclado con Reactivo de Melzer (1:1 v/v), posteriormente se cubrieron con
un portaobjetos para observar al microscopio compuesto; se registro el color de las

esporas previo a la colocacion en el montaje (Trinidad, 2014).

P i
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(600, 150, 75, 45 um)
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PVLG Melzer

Analisis en
estereomicroscopio

Figura 6. Esquema de aislamiento e identificacion de los HMA.

Las muestras se cubrieron con un cubreobjetos y se observaron con un microscopio
optico (Zeiss) para observar los detalles de la pared de las esporas (colores, grosor,
ornamentacion, reaccion al Melzer, adherencia entre estratos), con base en la
metodologia desarrollada por Schenck y Pérez (1990). Las esporas de las especies y
detalles de las esporas se documentaron fotograficamente con una camara Axiocam
ERc 5s y el software ZEN 2.3 (Blue edition) Carl Zeiss Microscopy GmbH. 2011. Copy
Right 2002-2011.
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La identidad de las esporas se determind por comparacion de las caracteristicas
morfoldgicas (didmetro, color y agrupamiento; presencia y forma de las hifas de sostén;
caracteristicas de los estratos de la pared esporal) (Figura 7), observadas, contra las
descritas para las especies de HMA que se encuentran en la International Culture
Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi (www.invam.wvu.edu/) y las
descripciones originales de especies publicadas, obtenidas de la pagina electrénica
Glomeromycota Taxonomy (www.amf-phylogeny.com). La nomenclatura de las
especies se basa en la propuesta de Schupler et al. (2001) y Schipler y Walker.
(2010).

G. gigantea

Figura 7. Identificacién de especies de hongos micorrizicos arbusculares.

Andlisis fisicoquimicos de los suelos

Para tener una mayor comprension sobre las especies que fueron identificadas en
cada muestra de suelo de los cafetales organicos, se realizaron los analisis fisicos y
quimicos de los suelos recolectados de la rizosfera del café; y se realizaron en el
Laboratorio de Suelos, del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), ubicado en San
Cristébal de Las Casas. Los andlisis incluyeron las siguientes caracteristicas: fésforo
(P), nitrégeno amoniacal (NH4*), potasio (K), pH (H20), materia organica y la
clasificacion textural del suelo.
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La determinacion de la materia organica del suelo se realizé a través del método AS-
07, de Walkley y Black; para cuantificar el nitr6geno, se aplicé el método AS-25, por
digestion; el fosforo aprovechable se determind por medio del método AS-10 de
acuerdo con el procedimiento de Olsen y colaboradores; para el potasio se realizo el
meétodo AS-19. La determinacién de la textura del suelo se realizé por el procedimiento
de Bouyoucos, a través del método AS-09; la determinacion del pH, se realiz6 a través
del método electrométrico AS-02 (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales, 2002), todos estos métodos son ampliamente utilizados en estudios de
fertilidad de suelos y estan descritos y se rigen bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-
021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad, de salinidad y de

clasificacion de suelos (Op cit.).

3.2.3 Fase lll: Multiplicacion de los HMA en los consorcios y cuantificacion de
esporas

Las muestras de suelo se llevaron a las instalaciones del Laboratorio de Fitopatologia
de la Unidad de Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C. (CIATEJ), donde se realizd la

multiplicacion encaminada a la obtencién de consorcios de HMA nativos del café.
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=
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Figura 8. Multiplicacion de los HMA en plantas trampa.

Las micorrizas al ser microorganismos biotrofos obligados, necesitaron de plantas
vivas para su multiplicacién (Ruscitti, 2017), por lo tanto, para esta multiplicacién se

emplearon como plantas trampas cempasuchil (Tagetes erecta), pasto bermuda
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(Cynodon dactylon) y alfalfa (Medicago sativa), para promover una mayor diversidad
de asociacion de las esporas con las plantas, se trabajé bajo condiciones de
invernadero, el sustrato de propagacion estuvo compuesto por: suelo, arena y agrolita
(60:30:10), en macetas de plastico polipropileno negro con capacidad de 2 L (Montoya,
2014), en los cuales se adicionaron 500 g del suelo de los cafetales organicos para ser
propagados en cada maceta, (Figura 8) (Sanchez, 2015). Se consideraron distintos
consorcios de HMA propagados durante cinco meses, tiempo requerido para la

cosecha de esporas.

La propagacion inicio el 15 de agosto del afio 2020 y finalizé el 15 de enero del 2021.
Se obtuvieron dos consorcios de HMA nativos; considerando el consorcio Bor
proveniente de la variedad de café Bourbon y el consorcio Sar, proveniente de la
variedad de café Sarchimor, ambos cafetales organicos del segundo anillo de
amortiguamiento de la reserva el Triunfo del municipio de Montecristo de Guerrero en

época de seca.
Cuantificacion de esporas de los HMA

Para conocer la densidad de esporas de HMA por cada gramo de suelo en las macetas
de propagacion de los consorcios y definir las dosis de aplicacion para el desarrollo
del experimento (Figura 8), después de los cinco meses de propagacion de los HMA-
N, en las plantas trampa se realiz6 la identificacion taxonomica de las especies de los
HMA utilizando las técnicas anteriormente descritas y la cuantificacion de las esporas
de los HMA, esto se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Fitopatologia
de la Unidad de Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C. (CIATEJ), de acuerdo con las

siguientes actividades:
a) Conteo de esporas de los HMA de las plantas trampa

La cuantificacion de esporas se realizo por conteo en caja de Petri y extrapolacion, de
acuerdo con el procedimiento descrito por Carballar et al. (2020).

1. Extraer las esporas a partir de una muestra de peso o volumen conocido y

colocarlas con agua destilada en una caja de Petri, cuadriculada en el fondo.
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2. Colocar la caja Petri bajo un microscopio estereoscoépico a bajo aumento 3-4X.
Seleccionar al azar 10 cuadrados de la cuadricula y contar la totalidad de las
esporas contenidas en ellos. Registrar el dato.

3. Revolver suavemente el contenido de la caja, para distribuirlo
homogéneamente.

4. Repetir los pasos 2 y 3, dos veces més para tener tres conteos de la misma
muestra.

5. Contar el nimero de esporas presentes en 10 cuadrados y aplicar una regla de
tres para estimar la cantidad total de esporas contenidas en el nUmero total de
cuadrados de la caja.

6. Contar Unicamente las esporas turgentes, brillantes y completas presentes en
el fondo de la caja de Petri; las que se presuponen con contenido, lo que se usa

como evidencia indirecta de su viabilidad.

b) Después de cinco meses de propagacion de los HMA con las plantas trampa se
realizo la identificacién taxonémica de las especies de los HMA utilizando las técnicas

anteriormente descritas.

3.2.4 Fase IV: Evaluaciéon del efecto de los consorcios de los HMA sobre el
crecimiento y la bioproteccién hacia la roya en plantas de café en condiciones
de vivero.

La evaluacion de los efectos de los consorcios HMA con plantas de café bajo
condiciones de vivero, se realizd en un vivero de café tecnificado, ubicado en la Col.

Presidente Echeverria, Mpio. de Venustiano Carranza, Chiapas, México.
Variedades de café

Se emplearan dos variedades de café: Bourbon (Br), y Sarchimor (S).
Inoculacion con consorcios de HMA

Las variedades de café utilizadas para este experimento fueron inoculadas con 200
esporas de HMA, por cada planta al momento del trasplante, colocadas directamente
sobre la raiz. Se tomé esta decision ya que Trinidad (2017) realizé una investigacion
donde aplicé 100 esporas para controlar Fusarium oxysporum en el cultivo de Agave

cupreata, donde en los tratamientos con HMA disminuyd la severidad de la marchitez
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del agave con un dafio promedio de 33 % con respecto al testigo (sin HMA) que
presentd dafios de 74 %. El nimero de esporas que se utilizaron en esta investigacion
se considerd adecuado debido a que ademas de los resultados obtenidos por Trinidad
(2017), Hernandez-Cuevas y Garcia-Sanchez (2008), recomendaron utilizar para la

inoculacion, por lo menos 60 esporas por planta.

El sustrato que se empled en el experimento estuvo compuesto por: suelo, arena y
agrolita (proporcion en volumen 60-30-10), fue esterilizado en bolsas de polietileno
color negro con ocho perforaciones con capacidad de 2 L de sustrato en autoclave a
120 °C durante 6 h con la finalidad de eliminar patdgenos y microorganismos benéficos

gue puedan afectar los resultados (Montoya, 2014).
Inoculacion de esporas de Hemileia vastatrix

Setenta y cinco dias después de la inoculacion con los HMA, momento en el cual las
plantas presentaron una colonizacion micorrizica mayor al 50% (Reyes et al., 2016),
se les inocularon esporas de roya (H. vastatrix), con la finalidad de determinar el efecto
de los HMA contra esta enfermedad en las plantas de café. Las esporas de la roya
provinieron de plantas en produccion de cafetales organicos; fueron colectadas 28 h
previas a la inoculacion en el experimento. A cada planta de los tratamientos infectados
se le inéculo 1 mL de una suspension de 10° esporas / mL, se eligié esta dosis con
base en un estudio realizado por Gomez et al. (2017), quienes determinaron que esta
dosis fue efectiva para que H. vastatrix enferme plantas de café. La inoculacién se
realizdé en el haz y en el envés de las hojas superiores de las plantas de café de

acuerdo con lo indicado por Pérez (2016).
Evaluacion de los HMA sobre las plantas de café

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar bajo un arreglo trifactorial
2x4x2: factor variedad de café (2 niveles: Bourbon y Sarchimor); factor HMA (4 niveles:
2 consorcios HMA nativos, 1 HMA monoespecie ~"Funneliformis mosseae” y sin HMA)
y factor Roya (2 niveles: con y sin roya). Se consider6 como unidad experimental a
una maceta con una planta de café. Obteniendo 16 tratamientos (Cuadro 2), con seis
repeticiones por tratamiento, por lo tanto, en esta investigacion se trabajo con 96

unidades experimentales.
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Cuadro 2. Descripcion del disefio de los tratamientos en el experimento de cafe,

HMA y roya.

Tratamiento

Tratamiento Clave (Variedad + Nivel de micorrizacion + Presencia
de roya)
T1 Br.Cbor.Cr.  Bourbon + Consorcio Bor + Con roya
T2 Br.Cbor.Sr. Bourbon + Consorcio Bor + Sin roya
T3 Br.Csar.Cr. Bourbon + Consorcio Sar + Con roya
T4 Br.Csar.Sr. Bourbon + Consorcio Sar + Sin roya
T5 Br.Fmos.Cr.  Bourbon + Funneliformis mosseae + Con roya
T6 Br.Fmos.Sr.  Bourbon + Funneliformis mosseae + Sin roya
T7 Br.Shma.Cr.  Bourbon + Sin HMA + Con roya
T8 Br.Shma.Sr.  Bourbon + Sin HMA + Sin roya
T9 Sar.Cbor.Cr.  Sarchimor + Consorcio Bor + Con roya
T10 Sar.Cbor.Sr.  Sarchimor + Consorcio Bor + Sin roya
T11 Sar.Csar.Cr.  Sarchimor + Consorcio Sar + Con roya
T12 Sar.Csar.Sr.  Sarchimor + Consorcio Sar + Sin roya
T13 Sar.Fmos.Cr.  Sarchimor + Funneliformis mosseae + Con roya
T14 Sar.Fmos.Sr.  Sarchimor + Funneliformis mosseae + Sin roya
T15 Sar.Shma.Cr. Sarchimor + Sin HMA + Con roya
T16 Sar.Shma.Sr. Sarchimor + Sin HMA + Sin roya

Variables de respuestas evaluadas

Por cada unidad experimental, después de la inoculaciéon con los HMA, se midi6 el
desarrollo de la planta cada 30 dias, considerando; la altura, diametro del tallo y
namero de hojas, después de los 90 DDI, se evaluaron a cada 30 dias las variables
fitopatologicas de la planta: la severidad de la roya, el nimero de hojas con pustulas,
el nUmero de pustulas por hojas y el porcentaje de la incidencia de la roya, a los 150
DDI, se midi6 la longitud de la raiz, el volumen radical, el peso seco de raiz, el area
foliar total, el volumen de la parte area, la altura, el diametro del tallo, el nUmero de
hojas y todas las variables fitopatoldgicas. Para medir la altura de las plantas en cmy
el diametro del tallo en mm se utilizé un vernier; el conteo de las hojas de cada unidad
experimental se realizO de manera manual considerando una hoja completamente

formada (Zitacuaro y Aparicio, 2004).
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En este experimento, para definir la severidad de dafio por la roya, se utilizo la escala
“evaluaciéon de la severidad de roya del cafeto en planta” (Figura 9), emitida por
SENASICA (2018); para el numero de hojas con pustulas, se contabilizaron de manera
visual las hojas que presentaban pustulas con roya; para determinar el nimero de
pustulas por hojas, se contabilizaron todas las hojas con roya y todas las pustulas por
hoja, el total de pustulas se dividié entre el nimero de hojas infestadas. La incidencia
de roya, se determiné al finalizar la investigacion a los 150 DDI. El célculo del

porcentaje incidencia de roya se realiz6 usando la siguiente formula (Romero, 2019).

BRBS

(sano) (3% (10% (30% (60%)

Nivel de Severidad de Hemileia vastatrix

O = Planta sana

1 = 3% de area foliar con presencia de roya
2 = 10% de area foliar con presencia de roya
3 = 30% de area foliar con presencia de roya
4 = 60% de area foliar con presencia de roya

Figura 9. Escala para evaluacion de la severidad de roya del cafeto en planta

(SENASICA, 2018).

Numero de hojas con roya
Porcentaje Incidencia= - . X100
Numero total de hojas

Para medir la longitud de la raiz principal de las plantas, se utilizé un flexémetro, para
el volumen radical y el de la parte &rea, se utilizaron probetas graduadas con capacidad
de 1L, para el peso fresco y seco de la raiz se obtuvo con ayuda de una balanza
analitica (Montoya, 2014), se midio el area foliar total considerando todas las hojas de
las plantas (Trinidad, 2014).

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de la evaluacién de las distintas variables de respuesta fueron
sometidos a un analisis de varianza multifactorial y a una prueba de comparacion
multiple de medias de Tukey (P<0.05), mediante el programa Statgraphics Centurion
(StatPoint Inc., 2005).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis fisicoquimico de los suelos de procedencia de los HMA

Para tener un mayor conocimiento de los sitios de muestreos y del contenido de los
nutrientes esenciales, se realiz6 un analisis fisico-quimico. Las muestras fueron
llevadas al Laboratorio de suelos del Colegio de la Frontera Sur “ECOSUR” obteniendo

los siguientes resultados (Cuadro 3):

LC-S (Laguna del Cofre-Sarchimor-Montecristo): bajo en fosforo, muy alto en materia

organica, pH: acido, alto en nitrogeno, alto en potasio, textura del suelo franco.

TO-BR (Toluca-Bourbon-Montecristo): medio en fosforo, medio en materia organica,

pH: acido, medio en nitrégeno, bajo en potasio, textura del suelo franco.

TB-S (Toro Bellavista-Sarchimor-La concordia): muy alto en fosforo, muy bajo en
materia organica, pH: acido, bajo en nitrégeno, bajo en potasio, textura del suelo

franco-arenoso.

SF-BR (San Francisco-Bourbon-La concordia): bajo en fosforo, medio en materia
organica, pH: neutro, medio en nitrégeno, bajo en potasio y textura del suelo franco-

arenoso.

La mayoria de los sitios de muestreo de los cafetales organicos presentaron un pH
acido, Mosquera et al (2016), mencionaron que la gran mayoria de los suelos de los
cafetales son acidos ya que realizaron andlisis quimicos en diferentes zonas en
cafetales obteniendo un (pH de 4.5 a 4.9), debido a la descomposicion de la materia
organica, la liberacion de H* por las raices cuando absorben Ca?*, Mg®*y K* y la
oxidacion del azufre, para el cultivo del café los niveles idoneos de pH van de 5.0 a
5.5. (CENICAFE, 2016). De manera general, los sitios de los muestreos se encuentran
en buenas condiciones nutrimentales sobre todo en los sitios LC-S y TO-BR, ambos
del municipio de Montecristo de Guerrero, Chiapas, ya que cuentan con los niveles
adecuados para el 6ptimo desarrollo del cultivo del café; en etapa de produccion, los
nutrientes mas demandados son el nitrégeno (mejora la biomasa de la planta) , el
potasio (mejora el color y la calidad del grano) y el fosforo (promotor de floracion y de
desarrollo del fruto) (CEDICAFE, 2019).
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Cuadro 3. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo rizosférico de Coffea arabica de las muestras de la época seca de los cuatro

sitios de muestreo.

Caracteristicas fisicoquimicas

Sitios Fosforo Materia
disponible organica 0 Nitrogeno Potasio disponible Arena Arcilla Limo  Nombre textual
(mg/kg) (%) total (%) (cmol/kg) (%) (%) (%)
TB-S 25.05 3.8 5.05 0.19 0.29 66.4 169 16.7 Franco arenoso
SF-BR 6.25 8.3 6.05 0.52 0.21 40.4 309 28.7 Franco arcilloso
LC-S 6.53 19.8 5.47 1.09 0.68 511 149 34 Franco
TO-BR 11.06 8.3 5.37 0.57 0.21 331 249 42 Franco

TB-S: Toro Bellavista-Sarchimor; SF-BR: San Francisco-Bourbon; LC-S: Laguna del Cofre-Sarchimor; TO-BR: Toluca-Bourbon
Nitrégeno: muy bajo (menor de 0.15), bajo (0.16 — 0.30), medio (0.31 — 0.80), alto (0.81 — 1.2), muy alto (mayor de 1.3)

Fosforo: muy bajo (menor de 5.5), bajo (5.51 — 11.0), medio (11.1 — 18.0), alto (mayor de 18.1 — 22.0), muy alto (mayor de 22.1)
Potasio (Cmol/kg): muy bajos (menor de 0.2), bajo (0.21-0.3), medio (0.31-0.6), alto (mayor de 0.61 — 0.8), muy alto (mayor de 0.81)
Materia organica: muy bajos (menor de 4.0), bajo (4.1-6.0), medio (6.1-10.9), alto (11.0-16.0), muy alto (mayor de 16.1),

pH: fuertemente acido (muy bajo) (menor de 5.0), neutro (medio) (6.6-7.3), fuertemente alcalino (muy alto) (mayor de 8.6),

Textura media: franco, franco arcillo arenoso, franco arcillo limoso, franco arcilloso, franco limoso

Textura fina o pesado: arcilloso, arcillo limoso, arcillo arenoso, limosos
Textura gruesa: arenoso, franco arenoso, areno franco
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4.2 Riqueza de especies de HMA asociados a la rizosfera de Coffea arabica, en
las variedades Bourbon y Sarchimor organico

En el cultivo del café en las variedades Sarchimor y Bourbon, se identificaron en cuatro
plantaciones y en dos épocas del afio a cinco familias, diez géneros y veinticinco
especies de HMA nativos, dentro de las familias de los HMA, se encontraron:
Acaulosporaceae, Ambisporaceae, Claroideoglomeraceae, Glomeraceae Yy
Gigasporaceae. Las especies de HMA que prevalecieron con mayor frecuencia en
todos los sitios de muestreo en ambas variedades de café organico fueron;
Acaulospora scrobiculata, Claroideoglomus etunicatum y Funneliformis geosporus
(Cuadro 4). Estos resultados son muy similares a los obtenidos en la investigacion de
Bertolini et al. (2020), quienes al estudiar a los HMA nativos en plantaciones
cafetaleras alrededores del volcan Tacanéa de la region del Soconusco del estado de
Chiapas, identificaron diez géneros y veintisiete especies de HMA, y Ambispora
reticulata fue un nuevo registro para Chiapas y México. Estas identificaciones se
realizaron en cinco sitios de plantaciones diferentes a las estudiadas aqui, lo que
explicaria las diferencias en cuanto a las especies mas frecuentes, sin embargo, estas

dos pertenecen a los mismos géneros (Acaulospora y Claroideoglomus).

En contraste, en Brasil, identificaron HMA nativos del cultivo del café y obtuvieron un
total de 42 especies, distribuidas en nueve géneros y seis familias. Las especies
pertenecientes a los géneros Acaulospora (17), Glomus (16), Ambispora (1),
Archaeospora (1), Dentiscutata (2), Gigaspora (1), Paraglomus (1), Rhizophagus (1) y
Scutellospora (2) fueron identificados por un andlisis molecular mediante PCR-DGGE
(Prates et al., 2019). a diferencia del procedimiento taxonémico empleado en este
trabajo y en el de Bertolini et al. (2020), que trabajaron con base en caracteres
morfologicos. En este mismo sentido, en Peru se identificaron 31 especies de HMA,
en suelos de doce localidades de plantaciones de café; uno de los HMA se esa region
se reportd como especie nueva (Funneliglomus sanmartinense) (Arteaga, 2019). Al
igual que en México, en muchos paises se han dado a la tarea de iniciar
investigaciones relacionadas con el cultivo del café y las asociaciones simbioticas con
los HMA, ya que este cultivo resulta ser una planta altamente micotréfica y la busqueda
de especies de HMA nativos con posibilidades de aplicarse como biofertilizantes en la
agricultura representa es una opcion sustentable (Hernandez et al., 2020).
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Cuadro 4. Diversidad de especies de HMA encontradas en el suelo rizosférico de Coffea arabica, en distintos sitios y épocas

de muestreo (seca y lluvia) en los municipios de La Concordia y Montecristo de Guerrero, Chiapas, México.

Sitios de muestreo de HMA

Hongo Micorrizicos Arbuscular TB-S SF-BR LC-S TO-BR
EL ES EL ES EL ES EL ES
Familia: Acaulosporaceae
Acaulospora foveata Trappe & Janos +
Acaulospora mellea Spain & N.C. Schenck + +
Acaulospora denticulata Sieverd. & S. Toro + +
Acaulospora minuta Oehl, Tchabi, Hountondji, Palenz., I.C. Sanchez & G.A.
Silva + + +
Acaulospora rehmii Sieverd. & S. Toro +
Acaulospora scrobiculata Trappe + + + + +
Acaulospora sp. 1 +
Acaulospora sp. 3 +
Acaulospora sp. 4 +
Familia: Ambisporaceae

Ambispora appendicula C. Walker +
Ambispora reticulata Oehl & Sieverd. + +

Familia: Claroideoglomeraceae
Claroideoglomus claroideum C. Walker & Schuessler + + +
Claroideoglomus etunicatum C. Walker & Schuessler + + + + +

Familia: Glomeraceae

Funneliformis geosporus C. Walker & Schuessler + + + + + + +
Funneliformis mosseae C. Walker & Schuessler + +
Glomus glomerulatum Sieverd. +
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Cuadro 4. (Continuacion)

Hongo Micorrizicos Arbuscular

Sitios de muestreo de HMA

TB-S SF-BR LC-S TO-BR
EL ES EL ES EL ES EL ES

Familia: Glomeraceae

Glomus spinuliferum Sieverd. & Oehl
Glomus trufemii B.T. Goto, G.A. Silva & Oehl

Rhizophagus fasciculatus C. Walker & Schuessler
Rhizophagus intraradices C. Walker & Schuessler

Sclerocystis sinuosa Gerd. & B.K. Bakshi

Septoglomus constrictum Sieverd., G. A. Silva & Oehl
Familia: Gigasporaceae
Gigaspora candida Bhattacharjee, Mukeriji, J.P. Tewari & Skoropad

Gigaspora gigantea Gerd. & Trappe

Scutellospora dipurpurescens J.B. Morton & Koske

+ + +
+
+
+ + +
+
+
+ +
+ + +
+

* TB-S: Toro Bellavista-Sarchimor; SF-BR: San Francisco-Bourbon; LC-S: Laguna del Cofre-Sarchimor; TO-BR: Toluca-
Bourbon; EL: Epoca de lluvia; ES: Epoca de seca; +: Presencia de la especie.
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Las especies de los HMA nativos que predominaron en la variedad de café Sarchimor
fueron: A. scrobiculata, A. minuta, F. geosporus y C. etunicatum. Para la variedad
Bourbon fueron: A. scrobiculata, C. etunicatum, Ambispora reticulata, Glomus

spinuliferum, Rhizophagus intraradices y Gigaspora gigantea (Cuadro 4).

Los resultados que reportaron Trejo et al. (2011) para plantaciones de café de la
variedad tipica, en Veracruz, son muy similares, ya que identificaron: A. scrobiculata,
A. foveata, A. mellea, A. spinosa, F. geosporus, G. gigantea y Septoglomus
constrictum y en la variedad Caturra identificaron; A. mellea, Gigaspora sp., F.
geosporus y Glomus sp. Mientras que Herrera et al. (2019) en la variedad de café
Tipica, encontraron predominancia de los géneros Acaulospora y Rhizophagus: A.
scrobiculata, A. foveata, A. mellea, A. laevis, A. delicata, A. capsicula, A. spinosa, A.
lacuosa, R. intraradices, R. fasciculatus y R. manihotis. En un estudio en Ecuador al
identificar las especies de HMA nativas en plantaciones de café de las variedades
Caturra y Geisha encontraron asi mismo que Glomus y Acaulospora fueron los

géneros mas ricos en especies (Guachanama, 2020).

Posada et al. (2016), realizaron un estudio comparativo de los HMA de dos importantes
zonas cafetaleras, una en el municipio de Apia-Risaralda, Colombia y otra en el estado
de Veracruz, México; las especies mas frecuentes en ambos paises fueron A. mellea,
A. spinosa, Ambispora fennica, Diversispora aurantia, Dominikia aurea, Glomus
brohultii, R. clarum y R. intraradices. En el café robusta en Chiapas (C. canephora L.),
se identificaron A. foveata, A. mellea, A. rehmii, A. scrobiculata y A. spinosa, como las
especies mas frecuentes (Bertolini et al., 2020). Existen relaciones especificas entre
las plantas y los HMA, pero frecuentemente la abundancia y la diversidad dependen
de las condiciones edéficas, de las plantas hospedero, del nivel de esporulacion de las
especies de HMA (Chiquito et al., 2018), de los efectos estacionales, del manejo

agronomico en los ecosistemas y el agroecosistema (Trejo et al., 2011).

No obstante, resalta el hecho de qué, para ambas variedades de café, el género
Acaulospora fue el mas frecuente, mientras que en los demas géneros se registraron
entre unay tres especies; en la variedad de café Bourbon se encontraron tres especies
de HMA desconocidos del género Acaulospora (Acaulospora sp. 1, Acaulospora sp. 3

y Acaulospora sp. 4), candidatos para ser identificados como especies nuevas (Cuadro
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3). De igual manera Hernandez et al. (2021) mencionan que el género con mayor
namero de especies asociadas al cultivo de café fue Acaulospora con 23 spp. Una
caracteristica particular de los suelos de los cafetales es que presentan un pH acido y
de acuerdo con Garzén (2016) el género Acaulospora se encuentra asociado con

suelos &cidos, lo que explicaria su predominancia en el cultivo del café.

4.3 Riqueza de especies de HMA asociados a los consorcios Bor y Sar.

4.3.1 Conteo de esporas de los consorcios de HMA nativos

La cuantificacion de esporas de cada maceta trampa indicé una mayor multiplicacion
de esporas, en las muestras del municipio de Montecristo de Guerrero (M), por ello se
eligieron los consorcios procedentes de este municipio para este experimento. Los
HMA que se multiplicaron provinieron de los muestreos de ES (época de seca).
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Figura 10. Densidad de esporas de HMA a partir de macetas provenientes de distintas

variedades de café (Sarchimor=S; Bourbon= BR) en época de seca.

De la variedad Sarchimor se obtuvo el Consorcio Sar (LC-S), con una concentracion
de 33.3 esporas g y de la variedad Bourbon se obtuvo el Consorcio Bor (TO-BR), con
una concentracion de 83.3 esporas g, ambos de Montecristo de Guerrero, Chiapas
(Figura 10). Con respecto a los trabajos de Alva (2019) y de Del Aguila (2016) las
cantidades de esporas encontradas en este estudio, estdn en el mismo intervalo de

valores.
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Alva (2019), multiplico HMA nativos del cultivo del café de la variedad Caturra, de
cuatro sitios diferentes y obtuvo (19.5 esporas g, 126 esporas g, 13.6 esporas gy
12.8 esporas g1), en su trabajo sefialé que el tipo de cultivo trampa y la fuente de
origen de los HMA (tipo de suelo, altitud y especie de HMA) estan relacionados con la
esporulacion de los HMA, ya que el inoculo proveniente de mayor altitud produjo mayor
esporulacion en las plantas trampa. De la misma manera Del Aguila (2016), multiplicé
HMA nativos de café de diferentes sitios, edad de plantaciones, manejo agronémico y
sanidad de las plantas; al contabilizar los HMA nativos en las plantas trampas, las
cantidades fluctuaron (58.7 esporas g' a 154.7 esporas g?), concluyendo que la
esporulacion de los HMA esta relacionada entre las plantas hospederas y la fuente del

origen del inoculo.

En esta investigacion la maceta de multiplicaciéon de las HMA, con mayor esporulaciéon
fue del sitio de muestreo TO-BR, proveniente de suelo de cafetales con bajo contenido
de fosforo (P), medio de nitrégeno (N), bajo en potasio (K), medio en materia organica
(M.0.) y un pH acido, mientras que la maceta con menor esporulacion fue TB-S,
provino de suelos con, alto en P, medio en N, bajo en K, medio en M.O. y pH acido
(Figura 10). La baja disponibilidad de fésforo en los suelos puede generar una
simbiosis mas efectiva entre el cultivo del café y los HMA, la falta de fésforo provoca
que las plantas liberen estrigolactonas (hormona vegetal tipo carotenoide), que
estimulan la ramificacion y atraccion de hifas micorrizicas durante el inicio de la
simbiosis (Swamy et al., 2016). Por otro lado, Barrera (2009) y Sanchez (2015),
mencionaron que la esporulacién de los HMA depende de la relacion entre las
especies de los HMA vy las plantas hospederos, debido a la liberacién de exudados
que producen las raices (flavonoides, estrigolactonas y auxinas) que se generan por
los requerimientos de P en la planta. Por lo cual, en suelos pobres en nutrientes, las

plantas son dependientes obligadas de los HMA (Acosta, 2019).

4.3.2 Identificacién de especies de los HMA en los Consorcios nativos

Del total de esporas aisladas en los consorcios se lograron identificar diez especies de
HMA diferentes en el consorcio Sar, siete especies en el consorcio Bor, distribuidas en
cuatro familias para ambos consorcios y el género Acaulospora predomino en el

consorcio Sar (Cuadro 5). El nUmero de especies propagadas en los consorcios de
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HMA puede considerarse buena, ya que Hernandez-Cuevas y Garcia-Sanchez (2008)
inocularon plantas de Eysenhardtia polystachya (Fabaceae) y Amelanchier denticulata

(Rosaceae) y obtuvieron resultados favorables.

Cuadro 5. Diversidad de especies de HMA identificados en las macetas trampa a

partir de macetas trampas.

Especie de HMA Consorcio Consorcio

Sar Bor
Familia: Acaulosporaceae
Acaulospora denticulata Sieverd. & S. Toro + +
Acaulospora minuta Oehl, Tchabi, Hountondji, Palenz., I.C.
Sanchez & G.A. Silva +
Acaulospora scrobiculata Trappe + +
Familia: Claroideoglomeraceae
Claroideoglomus claroideum C. Walker & Schuessler + +
Claroideoglomus etunicatum C. Walker & Schuessler + +
Familia: Glomeraceae
Funneliformis geosporus C. Walker & Schuessler + +
Funneliformis mosseae C. Walker & Schuessler + +
Rhizophagus intraradices C. Walker & Schuessler + +
Familia: Gigasporaceae
Scutellospora dipurpurescens J.B. Morton & Koske +
Gigaspora candida Bhattacharjee, Mukerji, J.P. Tewari &
Skoropad +

Los resultados de esta investigacion son similares a los obtenidos en el trabajo de Alva
(2019), quien multiplic6 HMA nativos del café de la variedad Caturra, utilizando como
macetas trampa una mezcla de gramineas (Oryza sativa, Brachiaria brizantha y Zea
mays); logré identificar 11 especies pertenecientes a seis géneros (Glomus,
Diversispora, Funneliformis, Acaulospora, Rhizophagus, Claroideoglomus), siendo
predominante Glomus. Cuatro de los géneros se comparten con los reportados por
Alva (2019), pero al contrario de lo encontrado por él, en este estudio no predominé
Glomus sino Acaulospora y se propagaron especies de dos géneros de la familia
Gigasporaceae. La idea de utilizar a los HMA nativos en consorcios y no como
especies individuales es que la diversidad de especies de HMA presentan mayor

beneficio en la planta hospedante en el desarrollo vegetativo, ademas los consorcios
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de micorrizas nativos son mas efectivos que los HMA de una sola especie o0 especies

introducidas de otros sitios de produccion (Quifiones et al., 2019).

Ya que los consorcios son una mezcla de diferentes especies de HMA, por lo que el
uso de consorcios incrementa las posibilidades de que mas de uno de los HMA
colonice a la planta y genere los efectos benéficos de la simbiosis entre la planta
hospedero y las especies de los HMA (De la Rosa et al., 2012), ademas los HMA
nativos presentan mayor eficiencia para la captacion de nutrimentos, agua y la
estimulacién fisiolégica de las plantas ya que cuenta con las adaptaciones

edafoclimaticas donde realizaran la simbiosis con las plantas (Garzon, 2016).

4.4 Evaluaciéon de los efectos de los HMA en el desarrollo vegetativo de las

plantas de café a nivel de vivero.

4.4.1 Altura, didmetro y numero de hojas de las plantas de café

A los 150 DDI, se midié6 la altura, el diametro y se contd el nimero de las hojas de las
plantas de café; el analisis estadistico mostrd diferencias altamente significativas
segun la prueba de Tukey (p<0.05), entre las variedades de café y entre algunos
tratamientos. Para estas variables las plantas de café de la variedad Bourbon
alcanzaron los mejores resultados y los tratamientos con mayor crecimiento fueron el
T2 (Br.Cbor.Sr.) y T4 (Br.Csar.Sr.), con 37.5 cm y 37 cm respectivamente, sin
diferencias significativas entre si. (Figura 11), los incrementos de altura al comparar
los consorcios de HMA con respecto al testigo sin roya y sin HMA T8 (Br.Shma.Sr.) de
la misma variedad fueron: 258% T2 (Br.Cbor.Sr.) y 255% T4 (Br.Csar.Sr.), este
comportamiento fue muy similar en los tratamientos con roya de esta misma variedad
respecto al testigo T7 (Br.Shma.Cr.), donde se encontraron los siguientes incrementos:
206% T1 (Br.Cbor.Cr.) y 227% T3 (Br.Csar.Cr.) (Cuadro 6).

En esta investigacion la utilizacion de los HMA como promotor de crecimiento en las
plantas de café a nivel vivero, resultdé muy efectiva ya que en todos los tratamientos
con HMA las plantas aumentaron su altura mas del 100% comparadas con el testigo
T8 (Br.Shma.Sr.) y T7 (Br.Shma.Cr.). De igual manera Hernandez et al. (2018)
reportaron el efecto de los consorcios de HMA en plantas de café que incrementaron

198% la altura comparada con el testigo. Del Aguilar et al. (2018) demostraron que los
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consorcios de HMA produjeron plantas 10.65% mas altas que el control (sin HMA) y

Saboya (2018), reporto un aumento del 273%.

Cuadro 6. Desarrollo de las plantas de café por efecto de la inoculacion de HMA

(diferentes tratamientos) bajo condiciones de vivero.

Tratamientos

Altura de la planta

Diametro del tallo

Numero de hojas

(cm) (mm)
T1 30.0 ef 3.1 bcdef 16.1 abcd
T2 37.5f 40a 18.6 ab
T3 33.0e 3.4 abcd 15.3 bed
T4 37.0f 3.9 abc 21.0a
T5 31.2e 3.4 abcde 16.8 abcd
T6 33.0 ef 4.0 ab 19.1 ab
T7 145b 1.8 gh 8.66 e
T8 (sin HMA) 145b 2.1 fgh 11.8 cde
T9 19.2 bcd 2.8 defgh 17.0 abc
T10 17.0 abcd 2.6 efgh 18.5 ab
T11 21.5cd 2.9 cdefg 18 ab
T12 24.0d 3.2 bedef 17.5 ab
T13 19.0c 3.3 abcde 18.8 ab
T14 19.6 bcd 2.6 efgh 16.2 abcd
T15 9.0a 1.7h 11.6 de
T16 (sin HMA) 10.1a 2.0 gh 14.8 bcde

Letras distintas en cada variable de respuesta indican diferencias significativas de

acuerdo con la prueba Tukey (p<0.05).

En los tratamientos de la variedad Sarchimor, se puede observar que fue la variedad

gue crecid menos; esto no es extrafio ya que se considera como de crecimiento

vegetativo lento, como lo confirma un estudio que realiz6 Zapata (2018), quien

comparo el crecimiento de las variedades Bourbon y Sarchimor a los 3 afios de

haberlos establecidos en campo, obteniendo Bourbon 323 cm de AP (Altura de la

planta) y Sarchimor 195 cm AP. Al comparar los tratamientos con roya y sin roya de

esta variedad no presentaron diferencias significas (Tukey p<0.05), sin embargo, al
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comparar los tratamientos T16 (Sar.Shma.Sr.) con respecto al T14(Sar.Fmos.Sr.), se
encontraron aumentos del 193% en el crecimiento utilizando la especie Funneliformis

mosseae.

Se han reportado que utilizar especies selectivas de HMA, producen buenos
resultados como lo demostrd, Moisés et al. (2015); inocularon plantas de café con
Rhizophagus intraradices, las plantas micorrizadas crecieron 23 cm, con un
incremento del 115% comparado con las plantas sin HMA, con esta misma especie
Adriano et al. (2011), inocularon plantas de café de la variedad Bourbon aumentando
32.8% que los testigos a los 112 DDI.

Por otro lado, en el Cuadro 6, se puede observar que en las variables diametro del
tallo y numero de hojas tuvieron un comportamiento similar, ya que el T2 (Br.Cbor.Sr.)
y T6 (Br.Fmos.Sr.), fueron los que obtuvieron los mejores crecimientos de didmetro y
namero de hojas. El incremento del didmetro en los tratamientos con HMA se debe a
qgue las plantas asociadas con ellos se benefician por el incremento en la toma de
nutrientes como nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio, azufre, cobre,
molibdeno, hierro y manganeso (Sanchez, 2015). Estos macro y microelementos son
los esenciales para el buen desarrollo vegetativo de las plantas de café (CEDICAFE,
2019).

Las plantas de café que fueron inoculadas con HMA mejoraron significativamente su
crecimiento en el didmetro del tallo, con incrementos de 168% mas que las plantas no
micorrizadas T15 (Sar.Shma.Cr.) y T16 (Sar.Shma.Sr.). Los resultados de esta
investigaciéon coindicen con los obtenidos para otras plantas de importancia
econdmica, por ejemplo, por Quifiones et al. (2020), que al inocular plantas de guayaba
(Psidium guajava L.), con consorcios de HMA, incrementaron 145% mas que las no
micorrizadas, de igual forma Alarcon et al. (2003), inocularon plantas de limon (Citrus
volkameriana Tan & Pasq.) con HMA encontraron incrementos del 33 % con relacion

al testigo sin inoculacion de HMA.

Con respecto al numero de hojas en el Cuadro 6, la inoculaciéon con los HMA
incremento 244% el nimero de hojas en las plantas de café inoculadas con HMA con
respecto a los tratamientos sin HMA T15 (Sar.Shma.Cr.) y T16 (Sar.Shma.Sr.),
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resultados muy satisfactorios; Moisés et al. (2015), inocularon plantas de café con
HMA, encontrando incrementos del 134%, mientras que Trejo et al. (2018) reportaron
un incremento de 300%. Por otro lado, Aguirre et al. (2011), inocularon plantas de café
de la variedad oro azteca con R. intrarradices y al comparar el nimero de hojas en
plantas con y sin HMA, no encontraron diferencias significativas a los 210 DDI, sin
embargo, otras investigaciones en otros cultivos afirman que con la utilizacion de los
HMA aumentaron el crecimiento del nimero de hojas (Gutiérrez et al., 2009; De la
Rosa et al., 2012; Ley et al., 2015; Reyes et al., 2016).
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Figura 11. Efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas de café por factor de
estudio: (Variedad de café, HMA y Roya del café. Letras distintas indican diferencias
significativas de acuerdo con la prueba Tukey (p<0.05). La barra indica + el error

estandar.

Como se puede observar en la Figura 11, al comparar el crecimiento de las plantas
entre los diferentes HMA inoculados, se encuentran diferencias entre si, al compararlo

con las plantas sin HMA. Esto se debe a que los HMA incrementan la traslocacion y
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la solubilizacién de elementos esenciales, la absorcion de nutrientes minerales y de
aguay el aumento de la tolerancia ante condiciones abiéticas (Ruscitty, 2017; Herrera
et al., 2019).

Ademas, los HMA, activan y aumentan las auxinas que ayudan a promover, la
elongacion del tallo por incrementar los niveles de enddgenos de giberelinas 3i3-
hidroxiladas (Adriano et al., 2011)., e incrementan la actividad de enzimas relacionadas

con la lignificacion (Reyes et al., 2016).

En las plantas que fueron infestadas con roya (20.31 cm) y sin roya (22.91 cm) se
pueden ver en la Figura 11, que no son diferentes Tukey (p<0.05) esto se debe a que
una de las funciones de los HMA, es ayudar a activar en las plantas la RIM (Resistencia

Inducida por Micorrizacion) a través de la produccion de fitohormonas, de enzimas, de

vitaminas y de antibibticos; para enfrentar plagas y enfermedades (Nazareno et al.,
2020).
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Figura 12. Crecimiento de plantas de café de la variedad Bourbon y Sarchimor sin roya
a los 150 dias despues de la inoculacion bajo condiciones de vivero. La escala en la

foto de en medio va de 0 a 60 cm.
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Actualmente se esta enfrentando una crisis mundial en los precios de los fertilizantes
convencionales; el fertilizante urea (46-00-00) es el més utilizado en la produccion del
café ya que favorece el crecimiento de las plantas, sin embargo, su costo se ha
incrementado mas del 69%, esto representa una situacion critica que impactara en la
produccion agricola y provocara el aumento de precios en los alimentos a partir del
afo 2022 (Vasconez, 2021). Para el cultivo del café a nivel vivero se recomiendan de
6 a 8 fertilizaciones foliares, la dosis a usar en la fertilizacion foliar es de 10 a 20 cm?
por 4.5 L, realizar de 1 a 2 aplicaciones por mes y para los fertilizantes convencionales
solidos aplicar 25 g distribuidos en 6 aplicaciones para obtener plantas de café de 25
cm a nivel vivero (Napoledn et al., 2005). Como se puede observar en la Figura 12, el
mejor tratamiento para la variedad Bourbon crecié 37.5 cm, mientras que para la
variedad Sarchimor fueron 21.5 cm, en un periodo de 5 meses, tiempo ideal a nivel
vivero; al comparar las plantas inoculadas con HMA y las no inoculadas (testigo) se
puede ver el efecto notable de los HMA en la altura de la planta, en ausencia total de
fertilizante convencional y de abonos orgénicos sélidos o liquidos. El uso de los HMA
no es comun entre los viveristas, a través de esta investigacion se puede demostrar
gue su uso resulta benéfico para su economia ademas de preparar a la planta para
salir a campo con un sistema biolégico que favorecera su adaptacion a su nuevo
hébitat (Del Aguilar, 2016).

4.4.2 Severidad de la roya del café Hemileia vastatrix en plantas de café
inoculadas con HMA

La roya del café Hemileia vastatrix es la principal enfermedad que ataca al cultivo del
café (Colonia, 2012), provoca la caida de las hojas y reduce mas del 50% de la
produccion (Pérez, 2016). Para evaluar el efecto bioprotector de los HMA se utilizo la
escala de severidad de la roya emitida por SENASICA (2019).

En la Figura 13, se observa que en la comparacion los tratamientos inoculados y no
inoculados de la variedad Bourbon “altamente susceptible a la roya”, no presentaron
diferencias significativas Tukey (p<0.05), es decir la micorriza no controlé la presencia
de la roya, pero si disminuyo el 25% de la severidad en base a la escala del porcentaje
del area foliar con presencia de roya equivalente a 0.77 del nivel de la severidad en
del SENASICA (2018).
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Figura 13. Nivel de severidad de la roya Hemileia vastatrix en las plantas de café
cultivadas en vivero durante 150 DDI. Letras distintas indican diferencias significativas

de acuerdo con la prueba Tukey (p<0.05). La barra indica * el error estandar.

Estos datos obtenidos fueron muy similares a los de Romero (2019), quien inoculo
plantas de café de las variedades Tipica, Caturra y Pache, “variedades altamente
susceptibles a roya”, aplicando al momento del trasplante 1, 500 esporas de HMA y
después de 180 DDI esporas de Hemileia vastatrix que produjeron una infeccion que
sigui6 su curso natural; a los 2 meses de haber inducido enfermedad encontraron que
no hubo diferencias significativas entre plantas micorrizads y no micorrizadas (Tukey
p=<0.05).

Por el contrario Vallejos et al. (2021), reportaron mejores resultados, ya que de la
misma manera inoculd con 1,500 esporas de HMA al momento del trasplante a plantas
de café de la variedad Caturra, y después las plantas fueron infectadas con esporas
de roya a una dosis de 2x 10° conidias/mL, aunque en la investigacién no menciona a
los cuantos dias despues del trasplante fueron infectadas, los resultados mostraron
diferencias altamente significativas Tukey (p<0,05), en la severidad de la roya cuando

fueron inoculados con los HMA, mientras que en la variedad garnica “susceptible a la
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roya”, los resultados indicaron que en el testigo se aumentd un 34.72% de severidad

de la enfermedad (Vallejos et al., 2021).

En la variedad Sarchimor “resistente a la roya”, en esta investigacion el nivel de la
severidad de la roya disminuy6é en las plantas inoculadas con HMA (diferencias
altamente significativas segun Tukey p<0.05), como se puede observar en la Figura
13, disminuyendo la severidad 22% (1.2) con el Consorcio Bor, 24% (1.5) con el

Consorcio Sar y 23 % (1.4) con Funneliformis mosseae, con respecto al testigo.

Los resultados obtenidos en la resistencia a la enfermedad pueden estar relacionados
con la abundancia y la diversidad de especies que integran los consorcios de HMA, tal
como lo menciona (Prieto et al., 2011), que al utilizar diferentes consorcios de distintos
géneros favorecid el incremento de micorrizacion en las plantas, ya que al limitar el
namero de esporas resulta dificil favorecer una buena simbiosis entre el hospedante y
el HMA; por esta razon podria deducirse que el inéculo empleado en la investigacion
de Vallejos et al. (2021), la cantidad de esporas detuvieron la infeccion y por lo tanto
mayor eficacia. Sin embargo, se necesita investigar el nimero aproximado de esporas
y las especies que generen un efecto bioprotector en las variedades de café altamente

susceptibles a la roya y resistentes a ella (Word Coffee Research, 2018).

Ya que Herrera (2019), reporto que la sanidad de una planta puede indicar una mayor
esporulacion de los HMA en la planta hospedero, ya que contabilizé esporas de HMA
nativos en plantaciones de café de la variedad tipica con roya y sin roya y encontro
gue en las plantas sanas contenian 661.68 esporas/100 g, mientras que en las plantas

enfermas 475.42 esporas/100 g.

En la Figura 14, despues de infectar a las plantas con roya, a los 60 dias se pueden
ver el dafio provocado en las hojas (Rivillas et al., 2011). Sin embargo, en las plantas
micorrizas la severidad fue mas controlada, ya que el uso de los HMA permitio el
establecimiento de otros microorganismos antagonicos a fitopatdgenos, bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, lo cual generan una barrera de bioproteccién para
la planta, la gestion de las comunidades microbianas asociadas a las plantas ayuda a

enfrentar factores bidgticos y abioticos perjudicial (Tarquini, 2019).
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Figura 14. Severidad de la roya en las plantas de café micorrizadas a los 150 DDI en

condiciones de vivero. La escala en la foto de en medio va de 0 a 60 cm.

La red de hifas de los HMA actia como una compensacion estructural funcional en
raices de plantas enfermas, reduciendo de este modo la severidad de la enfermedad,
ya que las raices micorrizadas estan invadidas de hifas dentro y fuera de las plantas

que compiten por espacio y nutrientes con los microorganismos fitopatégenos (Reyes

et al., 2016).

Otros autores (Riveros, 2010; Mujica y Molina, 2017), han mencionado que el efecto
de los HMA como bioprotectores ante las enfermedades, es generado porque mejoran
el estado nutricional de la planta permitiendo una mayor tolerancia y respuesta ante
un ataque o estrés biolégico, climatico o mecanico. Los resultados obtenidos en este
estudio indican que las plantas de café micorrizadas que estuvieron 5 meses en vivero
produjeron un buen numero de hojas, esto se debe a que los HMA estimulan la
actividad metabdlica radical y aumentan la produccion de la fitohormona citocinina, la

cual activa la divisién celular y en consecuencia el crecimiento de diferentes 6rganos

de la planta como las hojas (Romero, 2019).
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4.4.3 Incidencia de laroya Hemileia vastatrix en las plantas de café inoculadas
con HMA a nivel de vivero.

En el Cuadro 7, se presenta la comparacion de medias con la prueba de (Tukey
p=<0.05), con diferencias significativas entre los tratamientos, para la variable incidencia
de roya en las plantas de café. Los tratamientos con menor incidencia fueron; T11
(Sar.Csar.Cr.) 29.5% y T13 (Sar.Fmos.Cr) 37.4% vy los tratamientos con mayor
incidencia fueron; T3 (Br.Csar.Cr) 52.7%, T7 (Br.Shma.Cr) 64.2%, todos los
tratamientos presenciaron un grado de incidencia distinto, y lograron disminuir la
sintomatologia de la enfermedad en mas de un 34%, comparando el mejor tratamiento
con el tratamiento mas infectado, por lo tanto, presentaron efectos positivos en la

bioproteccién en las plantas de café de ambas variedades.

Cuadro 7. Efecto bioprotector de los HMA ante Hemileia vastatrix a los 150 DDI en

plantas de café a los 150 DDI bajo condiciones de vivero.

Tratamiento Hojas conroya  Pustulas por hoja Incidencia de la roya

(%)
T2,T4,T6,T8 Ob of od
T1 8a 109.7e 50.5bc
T3 8.1a 90.8de 52.7bc
T5 8a 73.6cde 49.5bc
T7 (sin HMA) 5.5a 55.3bcd 64.2c
T10,T12,T14,T16 Ob of 0d
T9 6.8a 48.1bcd 40ab
T11 5.3a 48.4bcd 29.5a
T13 7a 33.3abc 37.4ab
T15 (sin HMA) 5.6a 22.6ab 47.5abc

*Letras distintas indican diferencias significativas segun Tukey (P<0.05).
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Los tratamientos T7 (Br.Shma.Cr) y T15 (Sar.Shma.Cr), fueron los tratamientos con
menor nimero de pustulas debido a que en esos tratamientos no lograron crecer
muchas hojas y muchas plantas ya se habian defoliado debido a la agresividad de la

enfermedad.

Estos resultados son diferentes a los de Romero (2019), quien inoculé con tres
consorcios nativos de HMA a plantas de café de las variedades Tipica, Caturra y
Pache; después de 180 DDI evalué la incidencia de la roya sin encontrar diferencias
significativas entre consorcios con el testigo (Tukey, p<0.059), por lo que concluy6 que
la aplicacion de los HMA no produjo efectos de bioproteccion. Sin embargo, Saboya
(2018) al inocular plantas de café de la variedad Caturra, después de que las plantas
fueron infectadas con esporas de roya, indicd que los andlisis estadisticos mostraron
diferencias altamente significativas Tukey (p<0.05) de los consorcios de HMA con

respecto al testigo.

Las plantas de café podrian estar disminuyendo la sintomatologia de la roya debido a
la produccién de metabolitos como respuesta al ataque del hongo, es decir por RSI,
los metabolitos que podrian estar implicados en la RSA son 5-CQA, cafeina y acido
gélico y los que participen en la RSI son &cido ferulico y la cafeina, el 5-CQA puede
estar relacionado con la produccion de cutinasa en la roya y con la reduccion de la
produccion de melanina fungica, la cutinasa es una enzima que el hongo usa para
degradar la cutina de las hojas y poder adherirse a ellas permitiendo infectar a la hoja,
por lo que al disminuir la cutinasa la roya no tendra la capacidad de penetrar las hojas
del café (Lujan et al., 2020).

Avelino y Rivas (2013), mencionan que Hemileia vastatrix tiene unas 50 especies, de
las cuales s6lo dos son capaces de afectar el café, H. vastatrix y H. coffeicola. La
primera tiene las caracteristicas de una especie con gran potencial evolutivo o alta
capacidad de mutacion, es decir, aumento de agresividad; desde la introduccién de la
roya anaranjada a México, numerosas razas nuevas han sido detectadas. A partir del
afio 2012 en México para poder enfrentar esta problematica introdujeron variedades
con genes resistentes a roya; con menos afos productivos, mala calidad en taza, no
requieren de sombra, pero si de muchos insumos convencionales;

desafortunadamente en la actualidad estas plantas presentan roya y estan afectando
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las bases sociales, economicas y ecolégicas de la cafeticultura en el estado de
Chiapas (Henderson, 2019).

Los investigadores nunca entendieron que H. vastatrix, es una especie con potencial
de mutacion alto y cuando la mutacion se da sobre el gen de avirulencia, el
reconocimiento ya no es posible; el resultado es una reaccién compatible, en el que el
hospedero se vuelve susceptible y el patégeno virulento, el gen de avirulencia se ha
transformado en un gen de virulencia (Avelino y Rivas, 2013), por lo que las plantas
resistentes a roya presentaran niveles preocupantes de incidencia de roya, como se

esta observando.

Y esto nos invita a prepararnos con nuevas investigaciones biotecnologicas donde se
involucren variedades tradicionales de café y microorganismos benéficos (hongos,
bacterias, virus, nematodos, bacteriéfagos, protozoarios, algas), ya que no se puede
olvidar el brote mas perjudicial de roya en Centroamérica en el ciclo 2012-2013,

cuando las pérdidas fueron superiores a US $499 millones; varios paises consideraron

el hecho como una emergencia nacional (Garcia y Hidalgo, 2019).
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Figura 15. Infestacion de roya en las hojas de las plantas de café de la variedad

:

Sarchimor (resistente a la roya) inoculadas con HMA 150 DDI en condiciones de

vivero. La escala esta en cm.

Pozo et al. (2002) demostraron que las especies de HMA R. intraradices y F. mosseae

(citado como Glomus mosseae) redujeron los sintomas de la enfermedad causada por
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Phytophthora capsici mediante la RSI, lo cual hizo reaccionar rapidamente el aumento
de los niveles de defensa de la planta dificultando el establecimiento del patégeno,
para evitar dafios severos en la planta. En las Figura 15 y 16, podemos observar el
nivel de dafo y la presencia de roya en las hojas de las plantas de café de las
variedades Sarchimor y Bourbon, en los testigos se observan hojas cloréticas, mayor
severidad, y un menor nimero de hojas; debido a una falta de nutricién eficiente sufren

perdldas mas fuertes por el hongo (Henderson 2018)

Consoruo Bor

Flgura 16. Infesta(:|on de roya en las hOjaS de las plantas de café de la variedad
Bourbon (susceptible a la roya) inoculadas con HMA 150 DDI en condiciones de vivero.

La escala esta en cm.

4.4.4 Variables del sistema radicular (longitud, volumen y peso seco) de plantas
de cafe inoculadas con HMA en condiciones de vivero.

La raiz de las plantas es el 6rgano que se encarga de fijarla en el suelo, a través del
cual absorbe el agua y las sales minerales disueltas que son necesarias para la

elaboracion de sus propios alimentos (CENICAFE, 2016).

En el Cuadro 8, se puede observar diferencias significativas en la comparacion de
medias con la prueba de Tukey (p<0.05), para las variables; longitud, volumen y peso
seco de la raiz de las plantas de café. El tratamiento con menor desarrollo radicular
fue T15 (Sar.Shma.Cr.), es decir con la variedad Sarchimor sin HMA con roya y el

tratamiento con los mejores resultados fue el T2 (Br.Cbor.Sr.).
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Cuadro 8. Crecimiento del sistema radicular de plantas de café inoculadas con

HMA en diferentes tratamientos bajo condiciones de vivero.

) Longitud de la Volumen radical Peso seco de laraiz
Tratamientos

raiz (cm) (cm?3) @)
T1 22 abc 4.8 abc 3.8 abc
T2 27.8 ab 75a 6.7cC
T3 21 bc 6.5 ab 5 bc
T4 24.5 abc 5 abc 2.8 abc
T5 25.5 abc 7.3a 4.5 bc
T6 28.3 abc 4.3 abc 4.3 abc
T7 21 bc 2c 1.3ab
T8 (sin HMA) 19.5 abc 2.8 bc 1.8 ab
T9 22 abc 5 abc 3 abc
T10 24 abc 4.7 abc 2.7 ab
T11 22 abc 5.7 abc 4 abc
T12 25.3 abc 3.5 abc 3.2 abc
T13 26 ab 5.3 abc 2.8 abc
T14 27 ab 3 bc 2.3 abc
T15 16.8c 2¢C 12a
T16 (sin HMA) 20.8 bc 2c 1.7 ab

*Letras distintas indican diferencias significativas segun Tukey (P<0.05).

Para demostrar el efecto de los HMA se compararon los resultados del T8
(Br.Shma.Sr.) con el T2 (Br.Cbor.Sr.), ambos de la misma variedad y sin roya, al
comparar ambos tratamientos, se demostré que al utilizar T2 (Br.Cbor.Sr.) aumento
142% en la longitud de la raiz, 267% en el volumen radical y 372% en el peso seco.
En la variedad Sarchimor si se presentaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos disminuyendo su crecimiento 161% cuando no se inoculé a los HMA
comparado con el mejor tratamiento de esta variedad. Y al comparar todos los
tratamientos T3 (Br.Csar.Cr.) y T4 (Br.Csar.Sr.), ambos de la misma variedad,
inoculados con el consorcio Sar, no presentaron diferencias significativas a pesar de

que el tratamiento T3 (Br.Csar.Cr.) fue inoculado con roya.
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Estos resultados fueron muy similares a los obtenidos por Moisés et al. (2015),
inocularon plantas de café con diferentes especies de HMA, y encontraron diferencias
significativas en el crecimiento de raiz entre los tratamientos inoculados y el control
(p<0.05), aumentado 136% cuando se utilizd los HMA. Perea et al. (2018) inocularon
plantas de café de la variedad Garnica con un consorcio de HMA conformado por ocho
especies distintas, al medir longitud de la raiz, observaron un aument6 de 253% y
466% en el peso seco de la raiz cuando utilizaron el consorcio de HMA, con respecto
al testigo. De la misma forma Hernandez et al. (2018) demostraron la efectividad de
los consorcios al evaluar el volumen radical, encontraron aumentos de 910% y 1063%

en el peso seco de la raiz a los 335 DDI, con respecto al testigo.

Por su parte Trejo et al. (2018) obtuvieron mejores resultados, en el peso seco de la
raiz reportaron aumentos de 1,458%. Del Aguilar (2016) obtuvo un aumento del 307%,
Romero (2019), hall6 un aumento del 441%. Por su parte Adriano et al. (2011),
evaluaron el efecto de la especie R. intraradices en plantas de café variedad Bourbon
a los 112 DDI; cuando evaluaron la longitud de la raiz, hallaron incrementos del 114%
y 141% en el peso seco de la raiz con respecto a las plantas testigo.

Las inoculaciones con los HMA, no siempre tienen el mismo resultado, aun cuando
son de la misma variedad de café. Aguirre et al. (2011), inocularon plantas de café de
la variedad oro azteca con R. intraradices (citado como Glomus intrarradices) y
compararon el peso seco de la raiz con plantas sin HMA y no encontraron diferencias
significativas a los 210 DDI. De la misma manera, aunque en otro cultivo Tapia et al.
(2010), no encontré6 diferencias en el volumen radical en plantas de lechuga (Lactuca
sativa) a los 66 DDI. Pero han sido muchos los resultados positivos en otros cultivos
gue el uso de HMA es una alternativa para obtener plantas mas sanas y vigorosas en
menor tiempo y esto se ha demostrado en diversos cultivos (Quifiones et al., 2012).
Estos resultados indican que los HMA influyen positivamente en el desarrollo
vegetativo de plantas de café, y para obtener mejores resultados, lo mas
recomendable es utilizar consorcios de HMA, que estén integrados con mayor
diversidad de especies de HMA, ya que los resultados que se han reportado en
investigaciones en el cultivo de café inculados con consorcios de HMA, han

demostrado mayor eficiencia en las plantas de café (Trejo et al., 2011).
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Variedad de café: Variedad de café:
Sarchimor sin Roya Bourbon sin Roya

Figura 17. Longitud de la raiz en las variedades de café Bourbon y Sarchimor sin roya

inoculadas con HMA en condiciones de vivero.

Variedad de café: J } 4 Variedad de café:
Sarchimor con Roya ! ‘ Bourbon con Roya

Figura 18. Longitud de la raiz en las variedades de café Bourbon y Sarchimor con roya
inoculadas con HMA en condiciones de vivero.

Como se puede observar en las Figuras 17 y 18 se nota el crecimiento de las raices
cuando se utilizaron los HMA y la especie Funneliformis mosseae. En la actualidad, se
busca obtener cultivos con altos rendimientos y calidad, en tiempos cortos y el

crecimiento de las raices es fundamental para todo el desarrollo vegetativo de la
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planta; esto ha llevado al empleo de practicas agrondmicas convencionales con la
dependencia de productos agroquimicos, sin embargo, estas practicas pueden causar
un impacto negativo sobre el medio y con ello la degradacion de los recursos naturales,

la erosion genética y la contaminacién ambiental (Terry et al., 2013).

4.4.5 Area foliar total

Se ha comprobado que el area foliar, es una variable relacionada directamente con los
procesos de crecimiento vegetativo, tasa de desarrollo, eficiencia fotosintética,
evapotranspiracion, uso eficiente de nutrientes y agua (Montoya et al., 2017). Por lo

gue en esta investigacion se consideré medir esta variable.
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Figura 19. Area foliar total de los diferentes tratamientos. Analisis ANOVA no
paramétrico Prueba de Kruskal-Wallis Valor-P = 7.12965E-7. La barra indica + el error

estandar.

En la Figura 19, se observa la comparacion de medias con la prueba de Tukey
(p=<0.05), con diferencias altamente significativas para la variable area foliar total en
las plantas de café, en ella se puede apreciar que los tratamientos de la variedad

Bourbon fueron los que obtuvieron los mayores resultados con los tratamientos; T3
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(Br.Csar.Cr.), T4 (Br.Csar.Sr.) y T2 (Br.Cbor.Sr.), con 473.84, 451.54 y 421.70 cm?
respectivamente, sin diferencias significativas entre si, con base a los resultados del

testigo (144.66 cm?) de esta misma variedad.

Estos resultados en la variedad Bourbon son muy similares a los obtenidos por Trejo
et al. (2018) que al comparar con plantas de café sin HMA y con plantas inoculadas
con consorcios de HMA nativos encontraron incrementos del 383%. Romero (2019)
encontré un aumento del 367% (Tukey p<0.05). Por su parte Saboya (2018), encontrd
un aumento del 462%. En otras investigaciones se han reportado incrementos en el
area foliar al inocular HMA; del 676% (Hernandez et al., 2018); del 766% en la variedad
Garnica a los 240DDI con 8 especies distintas de HMA (Perea et al., 2018) y en la
variedad Caturra del 239% a los 450 DDI (Del Aguilar, 2016).

También se puede observar en la Figura 19, el area foliar de la variedad Sarchimor
donde los mejores resultados fueron: T12 (Sar.Csar.Sr.), T11(Sar.Csar.Cr.) y T13
(Sar.Fmos.Cr.) con 360.05 cm?, 330.72 cm? y 317.61 cm? respectivamente, sin
diferencias significativas entre si, el tratamiento testigo T15 (Sar.Shma.Cr.) obtuvo
109.77cm?, con diferencias altamente significativas (Tukey p<0.05), es decir las

plantas micorrizadas aumentaron el crecimiento foliar mas del 328%.

Estos resultados son muy superiores con respecto a los obtenidos por Fernandez et
al. (2005), que al inocular con la especie Acaulospora scrobiculata a plantas de café,
encontraron un incremento solo de 107% de area foliar, y por Moisés et al. (2015), que

hall6 aumentos del 152% comparadas con las plantas de café testigo sin HMA.

Los resultados de este trabajo, son comparables con los obtenidos en otras
investigaciones, ya que la micorrizacién genera incrementos del area foliar, que inciden
en el aumento de las tasas fotosintéticas, potencial osmético, conductancia
estomatica, reproduccion y la transpiracion, lo que conlleva a la obtencion de plantas
mas vigorosas (Del Aguilar, 2016). Como se puede observar en las Figuras 20 y 21,
las hojas sin HMA, presentan menor numero de hojas, pequefas, cloréticas,

necroticas, sintomatologia de deficiencias de N, P, Ky microelementos.
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plantas de café de la variedad

A

Figura 21. Crecimiento vegetativo de las hojas de las plantas de café de la variedad

Sarchimor sin roya a los 150 DDI en condiciones de vivero. La escala esta en cm.

La simbiosis que se genera con las plantas de café, representa un alto costo para la
planta, ya que entre el 4% al 20% del carbono fijado a través de la fotosintesis es
consumido por el hongo y esto ayuda a mejorar la produccion de las hifas del hongo,
para la planta podria ser mas desgastante producir mas raices que establecer una
simbiosis que le aporte beneficios nutricionales mejorando el desarrollo fisiolégico de
la planta (Saboya, 2018).
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4.4.6 Peso seco de la parte aérea de plantas inoculadas con HMA en condiciones
de vivero

La materia seca es una de las variables de crecimiento y desarrollo mas medidas en
plantas de café para analizar el efecto de la micorriza como biofertilizante (Hernandez,
et al., 2020).
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Figura 22. Efecto de los HMA en el peso seco de la parte aérea en las plantas de café
de los diferentes tratamientos. Letras distintas indican diferencias significativas de

acuerdo con la prueba Tukey (p<0.05). La barra indica % el error estandar.

En esta investigacion podemos observar en la Figura 22, la comparacion de medias
con la prueba de Tukey (p<0.05). con diferencias significativas para la variable del peso
seco de la parte aérea de las plantas de café, se puede apreciar que los tratamientos
de la variedad Bourbon fueron los que obtuvieron los mayores resultados con los
tratamientos; T2 (Br.Cbor.Sr.), T4 (Br.Csar.Sr.), y T5 (Br.Fmos.Cr.), con 13.33, 13.16
y 11g respectivamente, sin diferencias significativas entre si, con base en los
resultados del testigo T7 (Br.Shma.Cr.) 1.5g de esta misma variedad, presentando un
aumento con los HMA del area foliar del 888%. El beneficio de los HMA se relaciona

tipicamente con el incremento del peso seco de la parte aérea de las plantas
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inoculadas, por lo que son de gran importancia econémica para aplicacion en la

agricultura (De la Rosa et al., 2012).

Los resultados de esta investigacion fueron mas sobresalientes que los reportado por,
Del Aguilar (2016), quien obtuvo un aumento méas del 303% en plantas inoculadas con
HMA. Estos resultados afirmaron que la presencia de HMA en las raices incrementan

su tasa de crecimiento y produccion de biomasa (Saboya, 2018).

En la variedad Sarchimor, también se demostraron los efectos positivos de los HMA
(Consorcios nativos y Funneliformis mosseae), en el peso seco de la parte aérea de
las plantas. En la Figura 22, de esta misma variedad los mejores tratamientos fueron;
T12 (Sar.Csar.Sr.), T13 (Sar.Fmos.Cr.) y T11 (Sar.Csar.Cr.) con 10.66, 10.16 y 9.33¢g
respectivamente, sin diferencias significativas entre los tratamientos, Gnicamente con
el testigo T15 (Sar.Shma.Cr.)1.5 g, aumentando 710% del peso seco de la parte aérea,
resultados muy satisfactorios. Sin embargo, no siempre se obtiene resultados tan
efectivos con los HMA, ya que Adriano et al. (2011), quienes evaluaron el efecto de R.
intraradices en plantas de café (Bourbon), hallaron incrementos del 19% con respecto
a las plantas testigo. Por otro lado, Aguirre et al. (2011), reporto que no encontraron
diferencias significativas a los 210 DDI, en este parametro entre plantas micorrizas y
sin HMA.

Pero son mas las investigaciones que se han dado la tarea de utilizar los HMA en
forma de consorcios obteniendo resultados muy interesantes en el peso seco de la
parte aérea. Saboya (2018), reporto incrementos del 298%. Romero (2019), publico
aumentos de 255%; estos datos concuerdan con lo propuesto por Alarcon et al. (2003),

quienes indican que los HMA, favorecen el crecimiento de la parte aérea.

Los resultados de este trabajo resaltan la importancia de explorar la diversidad de HMA
presentes en la rizésfera de las plantas de café organico que integran un ecosistema
y con ello, seleccionar aquellas cepas o consorcios micorrizicos cuya diversidad
funcional permita obtener mayor beneficio en las plantas a las que se dirige esta

biotecnologia, dando soluciones especificas a problemas especificos.

Se ha mencionado mucho que la utilizacion de los indculos constituidos por mas de

una especie de HMA, presentan un mayor beneficio en sus hospedantes y que resultan
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ser mas efectivos que cuando son inoculados por una sola especie (Quifiones et al.,
2020). Sin embargo, al comparar los efectos producidos por F. mossea contra los de
los consorcios Sar y Bor no hubo diferencias significativas (Tukey, p<0.05). Esto puede
indicar que la asociacion simbidtica entre las variedades de café (Bourbon y
Sarchimor) con esa especie, en las condiciones aqui probadas es igual de eficiente
que la producida por los consorcios; aunque estos resultados parecieran
contraponerse a la propuesta de que cada HMA desempefian funciones y efectos
particulares en el hospedante (Alva, 2019), es indudable que falta mucha exploracion
con respecto a los efectos de especies particulares en diferentes plantas y

condiciones, como las trabajadas en este estudio.

Los resultados obtenidos fortalecen la hipotesis de que la comunidad de HMA
presentes en la rizosfera de las plantas, tiene un efecto benéfico en el desarrollo
vegetativo de la planta, por lo cual la utilizacion de los HMA como biofertilizante es una
opcion viable (Hernandez, 2020). Los HMA como biocontrol, en esta investigaciéon no
lograron controlar la enfermedad de la roya al 100%, sin embargo detuvieron
significativamente la severidad y la incidencia de los sintomas, por lo que se necesita
hacer mas investigaciones sobre el comportamiento de los HMA y la roya, ya que el
incremento del uso constante de fertilizantes y agroquimicos han generado problemas
en el medio ambiente, tales como el deterioro de la calidad del suelo, del agua
superficial y de las aguas subterrdneas, asi como la contaminacion del aire, la
reduccion de la biodiversidad y la represiéon de la funcion de los ecosistemas (Cruz,
2011).
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5. CONCLUSION

El cultivo del café es un cultivo altamente bidtrofo, debido al efecto positivo en las
respuestas de las distintas variables de crecimiento, que se generaron en ambas
variedades de café (Sarchimor y Bourbon), ademas demostrd su efectividad en el
biocontrol contra la roya Hemileia vastratix, ya que disminuyo el nivel de severidad y

el porcentaje de incidencia en ambas variedades de café.

Por lo tanto, esta investigacion sera de gran impacto a todos los productores,
organizaciones y empresas que se dedican a la produccion de plantas de café, ya que
al presentar un mayor crecimiento de las plantas al estar inoculadas indica que su

permanencia en el vivero podra reducirse, mejorando los costos de mantenimiento.
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