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INTRODUCCION

| café (Coffea arabica L.) es uno de los

productos mas populares alrededor del

mundo, para el Pert es uno de los productos
agricolas mds importantes en el comercio
internacional (MINAGRI, 2014); alcanzando en el
2011 una cifra histérica en el sector agricola por
ventas de US$ 1.500 millones.

Particularmente en la Regién San Martin es un fuerte
soporte a la economia regional, debido a que se
cultivan aproximadamente 100,927 hectdreas,
involucrando directamente a 44,857 productores,
con un universo de aproximadamente 224,285
personas dependientes de esta actividad (MINAGRI,
2014). Aproximadamente el 75% del cultivo se
concentra por encima de los 1200 msnm, con
rendimiento promedio de 14 qq/ha.

El cultivo de café hoy en dia se ve afectado
seriamente por el ataque de la roya amarilla,
cercospora (nc) y otros. La problematica de la escasa
fertilidad natural del suelo y presencia de
fitopatégenos se previene o se minimiza con la
aplicacién de fertilizantes y plaguicidas quimicos;
sin embargo, el uso irracional de estos productos
causa contaminacién del suelo y agua, ademdas de
un desequilibro en la densidad y actividad de los
microorganismos rizosféricos como los hongos
formadores de micorriza (Mufoz et al., 2009).

La palabra micorriza significa hongo-raiz y se usa
para definir las asociaciones simbiéticas formadas
entre los hongos y las raices de las plantas. Los HMA
mejoran la absorcién de agua (Martinez & Pugnaire,
2011), nutrientes poco méviles como el fésforo (Xu
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et al., 2014) y el crecimiento y adaptacién de las
plantas ante diversas condiciones desfavorables
causadas por factores bidticos

Siendo de mucha importancia el uso de los hongos
micorrizicos arbusculares se establecié una
metodologia que permita lograr una produccién
masiva de esporas con cultivos trampa para su
multiplicacién, esta tecnologia se cataloga como
limpia y no producen desechos, no hay posibilidad
de impactos negativos durante la produccion. La
ventaja de producir in6culos en campo (mismas
fincas cafetaleras) es que automdticamente se
producen inéculos de las cepas de hongos
micorrizicos autéctonas que ya estdn adaptadas al
lugar donde se van a usar.

El desarrollo y transferencia de tecnologia sobre la
biofertilizacién y bioproteccién en plantas clonales
micorrizadas de café podria constituir un sistema
mds eficiente para el incremento de los
rendimientos por hectérea, control de plagas y
enfermedades con el uso de tecnologias limpias
para el medio ambiente, mejorando la fertilidad
de los suelos, buscando reducir los costos de
produccién y mejorar los niveles productivos de las
fincas cafetaleras.

Esperamos que este manual sirva de guia a todos
los productores cafetaleros, para mejorar e
incrementar la productividad de los cafetales,
basados en las variedades caturra, pache y
nacional y haciendo uso de consorcios micorrizicos
eficientes en la biofertilizacién y bioproteccién de
plantones de café.

La colecta de muestras de suelo
rizosférico se realizé en fincas
cafetaleras con las variedades
caturra, pache y nacional en cinco
provincias de la regién San Martin
(Rioja, Moyobamba, Lamas, El
Dorado y Huallaga). Esta labor
consiste en colectar suelo
rizosférico y biomasa radicular de
90 plantas previamente
seleccionadas. Se colecta una
cantidad de 5 kg de suelo
rizosférico y muestras de raices y
pelos absorbentes (Leén, 2006)
por planta de café; a una distancia
de 30 cm del tallo principal y una
profundidad de 0 - 20 cm, luego se
deposita en una bolsa pléastica o
papel con los datos respectivos de
colecta para su traslado hasta
vivero donde se realizé la
multiplicacién de las esporas
formadoras de micorrizas, para
este caso estuvo situado en las
instalaciones del vivero del
“Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (IIAP), San
Martin.

Colecta y codificado de muestras de
suelo rizosférico en fincas cafetaleras

Figura 1. Colecta de suelo rizosférico.

Figura 2. Acondicionamiento de suelo rizosférico.




Altitud Variedad

Tabla 1. Identificacién y ubicacién de
muestras rizosféricas en plantas seleccionadas de fincas cafetaleras

Codigo/planta seleccionada

RIOJA

MOYOBAMBA

LAMAS

EL
DORADO

HUALLAGA

Caturra

63

292

181

12

154

73

289

193

245

143

111

300

197

20

159

Al
(800- Pache
1000)

83

286

188

7

151

109

304

202

4

158

115

298

207

24

135

MNacional

78

287

190

162

114

291

200

247

139

118

307

2

16

147

Caturra

67

268

123

87

273

236

130

92

255

170

A2
(1000-  Pache
1200)

96

261

238

121

98

258

223

132

105

166

Nacional

65

229

165

97

220

177

101

249
264

BINIHIS(8|R188)3

AT F2h S fo i

232

180

Uso de plantas trampa para
la multiplicacion de hongos micorrizicos (HMA)

* Los HMA tienen potencial como biofertilizantes y bioprotectores (Bashan et al., 2012), pero deben ser

inoculados en suelos donde la poblacién es minima o donde los hongos nativos son inefectivos; no
obstante, debido a que los HMA son simbiontes obligados (Harris et al., 2012), el inéculo puede obtenerse
multiplicdndolos en raices de plantas hospedantes susceptibles o plantas “trampa” (Enriquez et al., 2010).
Las plantas trampas que se pueden utilizar son: maiz, arroz, pasturas del tipo gramineas y algunas
leguminosas. Para el caso de este manual, se presenta la multiplicacién de esporas basadas en el uso de
plantas tframpa de arroz como cultivo hospedero, asi mismo se muestra un protocolo del uso de los demas
cultivos trampa.

+ Se confeccionan cajones con dimensiones de 50 cm x 60 cm x 30 cm, forrados con pldstico con la finalidad
de evitar la contaminacién de las esporas seleccionadas con el suelo. En estos cajones fueron depositados
el suelo rizosférico extraido mezclado con arena estéril y finalmente se sembraron granos de arroz. La
planta trampa de arroz fue cultivada por 60 dias, considerando su mantenimiento. Durante el tiempo de la
multiplicacién, se registraron datos de condiciones ambientales como humedad, temperatura e intensidad
de luz solar.

Figura 3. Establecimiento de in6culos de HMA Figura 4. Uso de arroz como cultivo trampa
en la multiplicacion de HMA
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Periodo de estrésy

corte de las plantas de arroz

A los 60 dias después de la siembra del cultivo
trampa se suspende el riego y 20 dias después se
procede a cortar las plantas de arroz. La finalidad
de la suspension del riego radica en inducir el estrés
hidrico y facilitar el proceso de esporulacién e
incremento de esporas de HMA. Luego se procede a
la homogenizacién de todas las fuentes de in6culos
en cada cama multiplicadora, para la luego extraer
una sub-muestra de aproximadamente 1 kg la cual
es previomente codificado y llevado al laboratorio
para realizar su respectivo andlisis de cuantificacién
de esporas.

Luego de 80 dias se obtuvo incrementos de
esporulacién de 600%, demostrando infectividad y
efectividad, resultados que coinciden con los
establecido por Davila et al. (2009). La infectividad
se refiere a la capacidad del hongo para penetrar e
invadir la raiz internamente y explorar el suelo, asi
como la habilidad de persistir en el sistema
productivo. La efectividad se demuestra cuando el
hongo mejora el desarrollo del hospedante (Tapia
etal.,2010; Pérezetal.2012).

Figura 5. Cultivo trampas con esporas de HMA sometidas a estrés hidrico
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Tincion de raices en plantas de
café para determinacion de la presencia de HMA

La tincién se realiza aplicando la técnica de Phillips
y Hayman (1970) con modificaciones. Para esto las
raices son puestas en tubos de ensayo de 16x150
mm conteniendo una solucién de hidréxido de
potasio (KOH) al 10% hasta cubrir la muestra, las
cuales se dejaron en KOH por 24 horas.

Después se colocan en bafio maria a 90°C durante
30 minutos con la finalidad de remover el
contenido citoplasmatico y clarificar el tejido
cortical, luego se lava tres veces con agua corriente
hasta eliminartodo el KOH.

Posteriormente las raices son sumergidas en agua
oxigenada (H,0,) durante 90 minutos a

temperatura ambiente, para aclarar los pigmentos
de laraiz, luego se lavan con vinagre blanco de 2-3
veces para acidificar las muestras y se deja en
vinagre por 10 minutos.

Finalmente las raices son sumergidas en soluciéon
colorante tinta china (0.25%), y colocadas en baio
maria a 90°C durante 60 minutos, después del
tiempo transcurrido estas son lavadas entre 2-3
veces con vinagre para eliminar el exceso de tinta.
Por ultimo las raices tenidas se conservan en
vinagre blanco, hasta su evaluacion.

Figura 6. Raiz de café, colonizada por los HMA-N, con presencia de hifas y vesiculas.
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La tincién se realiza aplicando la técnica de Phillips y
Hayman (1970) con modificaciones. Para esto las
raices son colocadas en tubos de ensayo de 16x150
mm conteniendo una solucién de hidréxido de
potasio (KOH) al 10% hasta cubrir la muestra, las
cuales se dejan en KOH por 24 horas.

Después son colocadas en bafo maria a 90°C
durante 20 minutos con la finalidad de remover el
contenido citoplasmdtico y clarificar el tejido
cortical, luego se lava tres veces con agua corriente
hasta eliminar todo el KOH.

Posteriormente las raices son sumergidas en agua
oxigenada (H,0,) durante 90 minutos a temperatura

Tinciéon de raices en plantas de arroz para
determinacion de la presencia de HMA

ambiente, para aclarar los pigmentos de la raiz,
luego se lavan con vinagre blanco de 2-3 veces
para acidificar las muestras y se deja en vinagre por
10 minutos.

Finalmente las raices son sumergidas en solucién
colorante tinta china (0.25%), y colocadas en bafo
maria a 90°C durante 60 minutos, después del
tiempo transcurrido estas son lavadas entre 2-3
veces con vinagre para eliminar el exceso de tinta.
Por Gltimo las raices tefidas se conservan en
vinagre blanco, hasta su evaluacién.

Figura 7. Presencia de hifas en raiz tenida de plantas de arroz
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La preparacién de las muestras para la extraccion
de esporas de HMA, se realiza mediante los
métodos del tamizado himedo y decantacién
(Gerdemann y Nicolson, 1963) y el método de
centrifugacion (Jenkins, 1964).

El procedimiento consiste en pesar 10 g de
muestra de suelo y disolverlo en suficiente agua,
para luego vaciarlo en un frasco de
aproximadamente 1 L al cual se le adiciona 800 mL
de agua y se agita vigorosamente durante 05
minutos, luego se deja reposar la mezcla por 2-3
minutos y seguidamente se vacia el sobrenadante
sobre los tamices de 250 y 38 micras, repitiendo el
mismo procedimiento 3 veces y descartando lo que
sobraba en el frasco.

Luego se lava cada tamiz y el sobrenadante del
primero (250 m) debe colocarse en una placa Petri
de 100 x 10 mm, a su vez el sobrenadante del
segundo (38 m) se coloca en un tubo de falcén
adiciondndole 30 ml de agua corriente y
llevandole a centrifugar a 2400 rpm/ 5 minutos,
posteriormente se elimina el sobrenadante
conteniendo materia orgdnica y esporas muertas.

El precipitado, se suspende en dos soluciones de
sacarosa, una al 20% (20 mL) y otra al 60% (20
mL), el cual se lleva a refrigeracién. Estos tubos son
llevados nuevamente a centrifuga a 2200 rpm/ 4
minutos para precipitar particulas de suelo y
suspender las esporas hasta la interface entre los
dos azucares.

Por cltimo el tubo falcén debe ser retirado
cuidadosamente de la centrifuga, colocando el
sobrenadante sobre el tamiz de 38 micras, para
proceder a lavar con agua corriente y eliminar la
sacarosa, dejando las esporas, el cual debe ser
vaciado en una placa petri, para su posterior
evaluacién.

Aislamiento y extraccion
de esporas de HMA
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