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RESUMEN

En Ecuador, el cultivo de Coffea sp., esta expuesto a desafios considerables derivados del
cambio climatico, identificando al estrés hidrico como principal afeccion a la
productividad y viabilidad. Frente a esta problematica, los hongos micorrizas
arbusculares (HMA) se presentan como alternativa de mejoramiento a la tolerancia de las
plantas a condiciones de sequia. La presente investigacion tiene como principal objetivo
evaluar el efecto de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en plantulas de Coffea sp.
expuestas al estrés hidrico con la finalidad de impulsar practicas agricolas sostenibles. En
la fase de desinfeccion de Coffea sp. se obtuvo un 100 % de germinacion en los
tratamientos C1y C2. En la multiplicacion el tratamiento BG2 present6 la mayor longitud
de brotes (0.7 cm). En la fase de enraizamiento, el tratamiento M3 obtuvo una mayor
longitud de raiz (3.2 cm) utilizando medio MSR con activado (0.5 mg/L). Una vez
obtenido el material vegetal, se estableci6 un sistema planta-HMA in vitro, destacAndose
la cepa C4 con el mayor porcentaje de colonizacion micorrizica total (67.3 %). Todas las
cepas mostraron alta incidencia de hifas, en contraste, la presencia de vesiculas y
arbasculos fue menor al 10 %. EIl seguimiento no destructivo de HMA, permitio
identificar la germinacién de esporas al dia 2, asi como la aparicién de esporas
secundarias a los 21 dias. Bajo condiciones de estrés hidrico, el tratamiento hlal mostro
un mayor crecimiento radicular (7.5 cm), altura aérea (2.45 cm) y biomasa aérea (0.31 g)
en comparacién con los controles. Aungque no hubo diferencias significativas, los
resultados indican una tendencia positiva en el crecimiento de plantulas de Coffea sp.

inoculadas con HMA.

Palabras clave: Coffea sp., hongos micorrizicos arbusculares (HMA), colonizacion

micorrizica, estrés hidrico, cultivos trampa, biomasa vegetal.
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ABSTRACT

In Ecuador, the cultivation of Coffea sp. faces significant challenges derived from climate
change, with water stress identified as the main condition affecting productivity and
viability. In response to this issue, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) emerge as a
potential alternative for improving plant tolerance to drought conditions. The main
objective of the present study is to evaluate the effect of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) on Coffea sp. seedlings exposed to water stress, with the aim of promoting
sustainable agricultural practices. In the disinfection phase of Coffea sp., 100%
germination was achieved in treatments C1 and C2. During the multiplication phase,
treatment BG2 showed the greatest shoot length (0.7 cm). In the rooting phase, treatment
M3 resulted in the greatest root length (3.2 cm) using MSR medium with activated
charcoal (0.5 mg/L). Once the plant material was obtained, an in vitro plant-AMF system
was established, with strain C4 exhibiting the highest total mycorrhizal colonization
percentage (67.3%). All strains showed high hyphal incidence, with vesicles and
arbuscules present in less than 10%. The non-destructive monitoring of AMF allowed the
identification of spore germination on day 2 and the formation of secondary spores on
day 21. Under water stress conditions, treatment hlal showed the greatest root growth
(7.5 cm), aerial height (2.45 cm), and aerial biomass (0.31 g) compared to the controls.
Although no significant differences were observed, the results suggest a positive trend in

the growth of Coffea sp. seedlings inoculated with AMF.

Keywords: Coffea sp., arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), mycorrhizal colonization,

water stress, trap crops, plant biomass.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

En Ecuador, el cultivo de Coffea sp. proporciona sustento a millones de
agricultores y contribuye significativamente a la economia del pais. Este cultivo prospera
en regiones subtropicales caracterizadas por estaciones hiumedas o lluvias frecuentes. Sin
embargo, el cambio climético ha deteriorado estos ecosistemas naturales con aumento de
temperatura y la reduccién en los niveles de precipitacién (Guevara Alban et al., 2018;

Maria Elena, 2019).

Entre las regiones y cultivos afectados por este fenémeno han sido aquellas
dedicadas al cultivo de café siendo uno de los principales problemas el estrés hidrico. La
continua escasez de agua provoca que los cafetales produzcan frutos muy pequefios, con
la cascara adherida al grano, lo que dificulta su procesamiento, puesto a que no se pueden
despulpar adecuadamente. Como resultado, se prevé que la produccién de café disminuira
drasticamente en los préximos afios, debido a las condiciones climaticas desfavorables

(Andrade et al., 2009; Bramel et al., 2017; Guevara Alban et al., 2018).

La deficiencia de agua en el suelo incrementa la sintesis de etileno por parte de
las plantas, lo que promueve la senescencia de las hojas y la reduccion del contenido de
clorofila. Esto afecta diversos procesos bioldgicos, incluyendo la fotosintesis,
intercambio gaseoso, el desaplazamiento de fotoasimilados y la produccion de
reguladores de crecimiento. En consecuencia, se reduce la altura, grosor del tallo,

crecimiento de las raices, area foliar y la biomasa, incluso en casos extremos puede
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conducir a la muerte de la planta (Kalamulla et al., 2022; Luna-Flores et al., 2012;

Nazareno Saparrat et al., 2020).

A nivel de la rizosfera, el 80 % de las plantas vasculares terrestres han adoptado
diversas estrategias para adaptarse a las condiciones de sequia, como la modificacion de
la biomasa radicular, cambios en su anatomia, ajustes fisiologicos y la interaccion con
hongos benéficos como las micorrizas arbusculares (HMA). Sin embargo, aunque la
investigacion ha demostrado el potencial de los HMA en otros cultivos, el conocimiento
sobre su aplicacion efectiva en Coffea sp. bajo condiciones de estrés hidrico alin es
limitado. Estas adaptaciones reflejan la importancia de desarrollar nuevas alternativas que
promuevan la produccién de plantas resistentes que contribuyan a enfrentar esta
problematica y que garanticen una agricultura sostenible (Crossay et al., 2017; Usman et

al., 2021; Vaast et al., 1996).

1.2 Justificacion

En el siglo XXI, la agricultura enfrenta importantes desafios debido a la necesidad
de producir alimentos con recursos limitados como suelo, tierra y agua. Segun los
Obijetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de las Naciones Unidas, (2018), la meta 2.4
establece que, para el 2030, se deben garantizar sistemas de produccion agricola
sostenibles y promover practicas resilientes. Estas practicas deben incrementar la
productividad y la produccion, preservar los ecosistemas, y mejorar tanto la calidad del
suelo como de la tierra. Ademas, fortalecer la capacidad de las comunidades agricolas
para adaptarse al cambio climatico, fenOmenos extremos, sequias, inundaciones y otros

desastres.

Por ello, los HMA al ser conocidos por su relacion simbidtica con las raices de las
plantas, desempefian un papel clave en la absorcion de nutrientes y agua, especialmente

14



en condiciones de estrés hidrico (Crossay et al., 2017; Guevara Alban et al., 2018). A
través de su micelio extrarradical, estos hongos permiten a las plantas acceder a los poros
del suelo que las raices por si solas no pueden alcanzar. Los HMA no solo incrementan
la tolerancia a la sequia, sino que también fortalecen las defensas de las plantas contra
patdgenos y compensan la pérdida de biomasa radicular, facilitando la expansion de sus

hifas en el suelo (Nazareno Saparrat et al., 2020; Rivillas Osorio et al., 2019).

Se evaluo el comportamiento fisiologico y de crecimiento de plantulas de café
asociadas con HMA bajo diferentes condiciones de humedad en el suelo. La especie
Rhizophagus clarus present6 el mayor porcentaje de colonizacion, alcanzando un 39% a
un 71% de capacidad de campo. Las plantas micorrizadas mostraron un mayor desarrollo
foliar en comparacion con las no inoculadas. La biomasa radicular aumento en un 21%
cuando se inoculé con Dentiscutata heterogama bajo un 100% de capacidad de campo

(Moreira et al., 2018) .

La investigacion posee un enfoque para una agricultura sostenible y ecoldgica,
debido a que esta simbiosis reduce la dependencia de fertilizantes quimicos y el uso
excesivo de pesticidas, lo que contribuye al desarrollo de sistemas agricolas mas

resilientes y adaptados al cambio climatico (YYafiez Apam et al., 2023).

15



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en plantulas de Coffea sp.

expuestos al estrés hidrico.

1.3.2 Objetivos especificos
e Evaluar el nivel de micorrizacion en plantulas de Coffea sp.
e Determinar el efecto de las micorrizas en el desarrollo de las plantas aclimatadas

sometidas a estrés hidrico.

1.4 Pregunta de investigacion
¢La colonizacién de HMA en el sistema radicular de plantulas de Coffea sp. disminuye

el efecto del estrés hidrico y aumenta su capacidad de absorcion de agua y nutrientes?

16



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

2.1 Micorrizas

Las micorrizas representan una de las interacciones simbidticas mas antiguas entre
hongos y plantas terrestres, siendo las micorrizas arbusculares (MA) las mas comunes,
con una amplia distribucion geografica, por lo que se encuentran en todos los tipos de
vegetacion. El término micorriza proviene de los vocablos griegos mykos (hongo) y rhiza

(raiz) (Andrade et al., 2009; Parniske, 2008).

Las micorrizas se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, basadas
en el tipo, la forma de las hifas y el modo de penetracién en la raiz. Por ello, se dividen
en ectomicorrizas y endomicorrizas, siendo los HMA parte de las endomicorrizas

(Andrade et al., 2009; Nazareno Saparrat et al., 2020).

2.1.1 Endomicorrizas

Este tipo de endomicorrizas, perteneciente al filo Glomeromycota, agrupa a los
zigomicetos. En esa interaccion los hongos son simbiontes obligados y las plantas
facultativas. En consecuencia, las hifas penetran en las raices, introduciéndose en las
células y formando estructuras como el arblsculo y la vesicula (Andrade-Torres, 2010;

Nazareno Saparrat et al., 2020).

Las micorrizas se conectan directamente con las plantas mediante la red de hifas,
que pueden alcanzar una longitud de 100 metros por centimetro cubico de suelo. Esta red
facilita la absorcion de nutrientes como el fosforo y nitrégeno, mientras que los hongos
se benefician al recibir el 20% del carbono fijado por las plantas (Parniske, 2008; Rivera

Méndez et al., 2014; Rivillas Osorio et al., 2019).
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2.1.2 Estructuras de los HMA

Las micorrizas arbusculares desarrollan estructuras como apresorios, arbasculos,
vesiculas, esporas y micelio intra y extrarradical (Rivera Méndez et al., 2014). Los
apresorios (Figura 1A) son estructuras fungicas inflamadas, multinucleadas y con paredes
gruesas, gque se desarrollan a partir de hifas que se adhieren a la raiz de la planta tras 36
horas de la interaccion con el hongo. Esta es clave para el reconocimiento de la planta
huésped y permite que la punta de la hifa penetre entre las células de la epidermis de la

raiz (Pepe et al., 2020).

Los arbasculos (Figura 1B) son estructuras ramificadas que se desarrollan dentro
de las células que conforman la corteza de las raices, cuya funcion principal es ampliar la
superficie de contacto para el intercambio de compuestos bioquimicos entre el hongo y
la célula vegetal. Estos viven entre 4-5 dias y luego son degradados por la célula huésped.
El proceso de generacion y degradacion ocurre de forma simultanea en la raiz (Nazareno

Saparrat et al., 2020).

Por otra parte, las vesiculas (Figura 1C) son estructuras de almacenamiento de
lipidos, estructuras lobuladas de paredes gruesas que se forman dentro o entre las células
huésped en la mayoria de los hongos del orden Gloremomycotina excepto los

Gigasporales (Choi et al., 2024).

Las esporas asexuales (Figura 1D) son estructuras reproductivas que facilitan la
dispersion y supervivencia del hongo a lo largo del tiempo. Poseen ndcleos y lipidos de
almacenamiento en forma de triaglicerol que ayudan al desarrollo del tubo germinativo.
El diametro de las esporas varia dependiendo de la especie y pueden medir entre 15 a 800

um (Choi et al., 2024; Nazareno Saparrat et al., 2020; Rivera Méndez et al., 2014).
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La hifa intracelular (Figura 1E) es el que da origen a las esporas, vesiculas y
arbusculos. Mientras que la hifa intercelular (Figura 1F) coloniza las raices y tiene la
capacidad de extenderse mas alla de la region de las raices de las plantas con el propdsito

de explorar el suelo en busca de nutrientes (Rivera Méndez et al., 2014).

Figura 1.
Estructuras de los HMA.

Arbusculos Epidermis

Arbusculos

Hifas
v intercelulares @

Hifas
intracelulares @

Esporas ;
b Endodermis

Nota: Nazareno Saparrat et al. (2020)

2.1.3 Ciclo de vida de HMA

El desarrollo del ciclo vital de los HMA depende de su capacidad para colonizar
las raices de la planta hospedera. Estas, emiten sefiales a través de los exudados de la raiz
como las estrigolactonas, que activan el metabolismo del hongo y favorecen el
crecimiento hifal, guiandolo hacia las raices. En respuesta, el hongo secreta dos tipos de
oligosacaridos, lipooligosacaridos de micorriza (Myc-LCO) y quitooligosacaridos de

cadena corta (CO) que estimulan la colonizaciédn radical (Choi et al., 2024).

Los HMA forman estructuras de union similares a pies, llamados apresorios, en
la superficie de la raiz, que se desarrollan de hifas diferenciadas, y no de tubos

germinacion. En consecuencia, se produce un aparato de penetracion (PPA) por el cual
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ingresa la hifa que se extiende desde el apresorio, guiando al hongo hacia la corteza
interna de la raiz (Choi et al., 2024; Parniske, 2008). Dentro de las células corticales el
hongo forma hifas ramificadas dicotomicamente, llamadas arbusculos que estan rodeados

por una extension de la membrana plasmaética de la planta (Harrison, 2005).

Una vez que se establece la simbiosis micorrizica arbuscular, los HMA producen
vesiculas de reserva y forman nuevas esporas que se sintetizan fuera de la raiz en el

extremo principal de las hifas fungicas individuales (Choi et al., 2024).

2.2 Cultivo de Coffea sp.

El café perteneciente a la familia Rubiaceae representa un rubro econémico
importante a nivel global. Se cultiva en aproximadamente 50 paises y su principal uso es
como bebida. Actualmente, las plantaciones se distribuyen en las cuatro regiones
geograficas del Ecuador (Costa, Sierra, Amazonia y Galdpagos). Segun el Consejo
Cafetalero Nacional (CONFENAC) el café es cultivado en 23 provincias del pais
principalmente en Manabi, Loja y en los estribos de la Cordillera Occidental de los Andes

(Mantuano et al., 2021; Veldzquez et al., 2018; Venegas Sanchez et al., 2018).
2.2.1 Condiciones edafocliméticas

Las condiciones edafocliméticas que requieren los cafetales para su 6ptimo desarrollo se
detallan en la Tabla 1 (Veldzquez et al., 2018).
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Tabla 1.
Condiciones edafoclimaticas para el desarrollo dptimo del café.

Parametros Caracteristicas

Altitud 1.200 - 1.700 msnm

Temperatura 15-24 °C

Precipitaciones 1.000 — 3000 mm

Humedad relativa 70-85%

Topografia Terrenos ligeramente ondulados y planos
pH 55-6.5

Materia organica (MO) 2%-5%

Nitrogeno 3%

Fosforo 0.06 % - 0.14 %

2.2.2 Efecto del estrés hidrico en Coffea sp.

El estrés hidrico en las plantas de café afecta su crecimiento y productividad al
dafar la cuticula cerosa, destruir las paredes celulares, disminuir la conductancia
estomatica y la asimilacién neta de carbono, incrementando su susceptibilidad a
infecciones por plagas y a enfermedades como la roya (Chemura et al., 2017). La
acumulacion de prolina ha sido reconocida como un mecanismo de adaptacion frente al
estrés hidrico. Sin embargo, esta acumulacién esta mas relacionada con el dafio causado
por la limitacién hidrica en lugar de ser un mecanismo de defensa frente al estrés por

sequia (Damatta, 2004).

2.3 Asociacion de HMA en Coffea sp.

Diversos estudios han destacado la importancia de la interaccion simbiotica entre
los HMA vy el cafeto, especialmente en suelos con baja fertilidad. Ademas, se ha
identificado que el café presenta una marcada dependencia de las micorrizas durante la

fase de desarrollo de las plantulas. En Coffea arabica, se ha reportado un mayor
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crecimiento bajo condiciones de estrés hidrico, una mayor absorcion de P y un incremento

en la masa seca (Andrade et al., 2009; Cruz et al., 2020).

Ha sido demostrado que la aplicacion de consorcios de HMA obtenidos de
plantaciones de café favorece el crecimiento del cafeto. En invernadero, se han reportado
aumentos en la altura de las plantas de hasta un 91% respecto de aquellas que no fueron
tratadas con HMA. Asi mismo, en campo, las plantas inoculadas mostraron niveles de

supervivencia superiores respecto al control (Urgiles-Gomez et al., 2023).

2.3.1 Asociacién de HMA durante el estrés hidrico

Las hifas de los HMA, junto con la glicoproteina glomalina que producen, acttan
como pegamentos naturales para promover la formacion y estabilidad de los agregados
del suelo, mejorando tanto su estructura como la capacidad para retener agua (Garzon,

2015).

Por otro lado, los HMA han desarrollado mecanismos bioguimicos para mitigar
el dafio oxidativo asociado al estrés hidrico. El primer mecanismo implica la absorcién
directa de agua a traveés de sus hifas y su transferencia a la planta huésped, lo que aumenta
el contenido hidrico y previene la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Bahadur et al., 2019; Huang et al., 2017). El segundo mecanismo implica la produccion
de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos generados por la asociacién simbidtica,
los cuales ayudan a controlar y eliminar los ROS, cuya acumulacion puede dafiar las

membranas y conducir a la muerte celular (Amiri et al., 2015).

2.3.2 Importancia de la capacidad de campo (CC)

Representa el volumen de agua que el suelo puede almacenar una vez que el

exceso ha sido drenado y el flujo descendente de agua disminuye considerablemente.
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Estudios recientes han demostrado que es un valor variable, depende de la humedad
inicial y la estructura del perfil del suelo. Determinar la capacidad de campo permite una
adecuada gestion del agua y en la zona radicular, especialmente para planificar el riego

en los cultivos (Assouline & Or, 2014; Cassel & Nielsen, 1986).
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CAPITULO 111

3. METODOLOGIA

3.1  Descripcion del area de estudio

La fase experimental se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
ubicado en el campus San Vicente de Paul perteneciente a la Universidad Técnica del
Norte, localizado en el cantdn lbarra, provincia de Imbabura y se encuentra en las

coordenadas [0°20'49.3"N 78°06'49.2"W].

3.2 Descripcion de las cepas de estudio

Se utilizaron tres cepas de HMA, disponibles en el banco de germoplasma del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y una micorriza comercial. Estas cepas fueron
aisladas por Reinoso (2024), a partir de muestras de suelo rizosférico de Coffea arabica
procedentes de tres fincas cafetaleras de la parroquia de Apuela, cantén Cotacachi, en la

zona de Intag, provincia de Imbabura.

3.3  Establecimiento in vitro de Coffea sp. a partir de semillas

Se seleccionaron arboles sanos de Coffea sp. en su fase de maduracion, como
fuente de semillas en una finca ubicada en la provincia de Pichincha, cuyas coordenadas
son [0°12'47.4"N 78°36'57.6"W]. Los frutos maduros fueron sometidos a un

pretratamiento siguiendo el protocolo descrito por Ebrahim et al. (2007).

El proceso consistid en lavar los frutos con agua de grifo y retirar manualmente la
pulpa. Posteriormente, se dejaron reposar durante 24 horas para la fermentacion natural.
Después de este periodo, los granos fueron lavados con agua corriente para eliminar
completamente el mucilago. Finalmente, se retird el pergamino (endocarpio) para obtener

el endospermo (Figura 2B), que se remojé durante 24 horas.
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Figura 2.
Embrion cigdtico (A) extraido a partir del endospermo (B) de Coffea sp.

A B

3.4 Desinfeccion

Después del pretratamiento, las semillas se llevaron a la cabina de flujo laminar y
se desinfectaron con una solucién de etanol al 70% (v/v) durante un minuto, seguido de
tres enjuagues con agua destilada estéril (Cordova Reyes, 2020). Posteriormente, se
sumergieron en soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) a tres concentraciones
diferentes (Tabla 2) durante diez minutos y se enjuagé con agua destilada estéril. Con la
ayuda de una pinza y un bisturi, se extrajeron los embriones cigoticos (Figura 2A), que

estaban cubiertos por el endospermo (Figura 2B) (Ebrahim et al., 2007).

Tabla 2.
Tratamientos para evaluar el porcentaje de desinfeccion.
Cddigo Concentracion NaCIlO
Co 0%
C1l 2%
C2 3%

Para la germinacion se utilizaron frascos de vidrio con una capacidad de 250 ml,
en cada frasco se colocaron 30 ml de medio Murashige y Skoog (MS) al 100% de
concentracion de sales, se afiadio 0.5 mg/L de 6-bencil-amino-purina (BAP), 30 g/L de

sacarosa, 5 g/L de Gelzan y ajustado a un pH de 5.7 (Castilla-Valdés et al., 2020). Se
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colocaron dos embriones en cada frasco y se incubaron en el area de crecimiento durante
dos semanas, a una temperatura entre 25 - 30 °C, con una humedad relativa del 27 % y
un fotoperiodo 16/8 horas (luz/oscuridad). Transcurrido este tiempo se evalud el

porcentaje de desinfeccion.

3.5 Multiplicacion

Después de dos meses, tras la germinacion de los embriones y el desarrollo del
primer par de hojas verdaderas en las plantulas, estas fueron subcultivadas como
microbrotes. Se utilizd MS al 50% de su concentracion, suplementado BAP en diferentes
concentraciones (Tabla 3). Ademas, se afiadid 1 mg/L de acido giberélico (AG), , junto
con 30 g/L de sacarosa, 5 g/L de Gelzan y un pH de 5.7 (Castilla-Valdés et al., 2020). Se

mantuvieron en las mismas condiciones de crecimiento de la fase de germinacion.

Tabla 3.
Tratamientos para evaluar la multiplicacién de Coffea sp.
Cddigo Concentracion BAP
BGO 0 mg/L
BG1 0.5 mg/L
BG2 1 mg/L

3.6 Enraizamiento

Para promover la formacion de raices, se prepararon segmentos vegetales de 2 cm
de longitud y se colocaron en tres diferentes medios de cultivo (Tabla 4), suplementado
con 0.5 g/L de carbon activado. Estos se mantuvieron durante dos meses bajo las mismas

condiciones de crecimiento establecidas en la fase de germinacion.
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Tabla 4.
Tratamientos para evaluar el enraizamiento de Coffea sp.

Cddigo Medio de cultivo
M1 MS 50 %
M2 MS 100 %
M3 MSR

3.7  Diseiio del sistema planta-HMA in vitro
Se emplearon cultivos trampa in vitro con césped (Cynodon dactylon) como
planta huésped, con el objetivo de incrementar la cantidad de esporas de HMA, que

posteriormente fueron aplicadas a plantulas de Coffea sp.

3.7.1 Desinfeccion y germinacion de semillas de planta trampa

Las semillas fueron desinfectadas mediante inmersion en solucion de NaCIO al 3
% durante 10 minutos. Para el proceso de germinacién, las semillas se colocaron en cajas
Petri que contenian 20 ml de medio Modificado Strullu-Romand (MSR), afiadiendo 10
g/L de sacarosa, 3 g/L de Pythagel y un pH de 5.7 (Pozo, 2024). Se mantuvieron durante

15 dias en las condiciones de cultivo previamente establecidas.

3.7.2 Desinfeccién de esporas HMA

Para desinfectar las esporas de HMA, estas se recolectaron disolviendo el agar del
medio MSR del banco de germoplasma donde se encontraban las cepas de HMA,
utilizando 25 ml de buffer citrato (0.01 M, pH 6.0). Una vez disuelto el agar, se centrifugd
a 3500 rpm por 5 minutos. Se descarto el sobrenadante y se afiadieron 2 ml de una
solucion compuesta por cloramina T al 2% y Tween 20, dejando actuar durante 10

minutos. Se descarto la solucion y las esporas se enjuagaron tres veces con agua destilada
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estéril. Posteriormente, se afiadié una solucion de gentamicina 0.01% y cefalexina 0.02%
durante 10 minutos en una proporcion 1:1 (Cranenbrouck et al., 2005). Las esporas se
recolectaron con ayuda de un estereoscopio en tubos Eppendorf de 2 ml, junto con la

solucién de antibioticos.

3.7.3 Plantas trampa

Para cada una de las cepas de HMA, se realiz6 un cultivo trampa in vitro
utilizando Cynodon dactylon como planta huésped. En cajas Petri plasticas de 90 mm de
didmetro, se realizaron orificios de aproximadamente 2 mm tanto en la base como en la
tapa. Se afiadieron 20 mL de medio de cultivo MSR, sin azlcares ni vitaminas,
solidificado con 3g/l de Phytagel y ajustado a un pH de 5.7. Las raices de césped se
colocaron a través del orificio, dejando las hojas y el tallo en la parte externa. Usando un
estereoscopio se tomd una espora de HMA previamente desinfectada y se coloco cerca

de las raices (Ferrol & Lanfranco, 2020).

Las cajas Petri se cubrieron con cartulina negra de forma circular para mantener
el sistema en oscuridad durante todo el periodo de crecimiento. La incubacion se mantuvo
a una temperatura entre 25 y 30 °C, con una humedad relativa del 27% y un fotoperiodo
16/8 horas (luz/oscuridad). Debido a la transpiracion de la planta huésped, el medio de
cultivo se agoto, por lo que, con ayuda de una pipeta de vidrio se afiadié medio MSR (sin
vitaminas ni sacarosa) a 45°C con el fin de mantener los niveles adecuados de nutrientes

(Ferrol & Lanfranco, 2020).

3.7.4 Coffea sp.

Una vez incrementado el nimero de esporas de HMA utilizando Cynodon

dactylon como planta huésped, se cortd una pequefia seccion del medio MSR que las
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contenia para su desinfeccion, siguiendo la metodologia de Cranenbrouck et al. (2005)
previamente descrita. Se implemento el sistema planta-HMA con pléntulas de Coffea sp.
obtenidas mediante introduccion in vitro, las cuales presentaban un sistema radicular bien

desarrollado (Figura 3).

Figura 3.
Establecimiento del sistema planta-HMA, A. Plantula de Coffea sp. introducida in vitro,
B. esporas HMA, C. Medio MSR sin sacarosa/vitaminas.

Se tomaron las esporas desinfectadas y se colocaron en cajas Petri con la solucion
de antibioticos en proporcion 1:1 para su seleccién, utilizando un estereoscopio. Se
inocularon 10 esporas de HMA de cada cepa (Tabla 5), siguiendo la misma composicion
del medio MSR y el procedimiento del sistema planta-HMA empleado con Cynodon
dactylon. La incubacion se realizé durante doce semanas en el area de crecimiento bajo
las mismas condiciones de crecimiento del laboratorio. A la cuarta semana, se afiadié
medio MSR sin vitaminas ni sacarosa con ayuda de una micropipeta a una temperatura
inferior de 45 °C, debido a un agotamiento del medio de cultivo (Ferrol & Lanfranco,

2020).
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Tabla 5.
Tratamientos para evaluar la colonizacion de HMA en plantulas de Coffea sp.

Cddigo Tratamientos
C4 Cepa A
C1 CepaB
C6 CepaC
C3 Cepa A+B+C

3.7.4.1 Tincion de raices

Se adapto el protocolo de clarificacion y tincién establecido por Ho-Plagaro et al.
(2020). Para ello, las raices fueron cortadas en fragmentos de 1 cm y colocadas en tubos
Falcon de 15 ml. Se afiadi6 agua destilada y se dejaron reposar durante 24 horas a 4 °C.
Transcurrido este tiempo, se retir6 el agua destilada y se incorporé una solucion de KOH
al 10 % (v/v). Luego, se colocaron en un bafio maria a 90 °C durante 2 horas, lo que
permitio clarificar las raices y hacer visible el cilindro vascular. Se elimin6 el KOH y se
enjuago tres veces con agua destilada. Tras el aclarado, las raices se sumergieron en HCI
al 1% durante 5 minutos a temperatura ambiente (25 + 1 °C). Sin enjuagar, se descarto el
HCI y las raices se tifieron con una solucién de azul de tripano al 0.05% preparada en
acido lactico al 10 % a 90°C durante 25 minutos. Se afiadi6 acido lactico al 10 % para
eliminar el exceso de colorante y conservar las raices hasta su observacion bajo el

microscopio.

3.7.4.2 Porcentaje de micorrizacion arbuscular

Las raices tefiidas se colocaron sobre portaobjetos con acido lactico al 10 %
(Ferrol & Lanfranco, 2020). Se evaluaron 100 campos de observacion por tratamiento
bajo un microscopio invertido y se calculé el porcentaje de micorrizacion con la Ecuacion

1.
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Numero de campos con (Hifas — Arbusculos — Vesiculas)) 100 Ecuacion 1
X

% =
o = Numero total de campos de observacion
3.8  Propiedades fisicoquimicas del suelo

Se evaluaron tres propiedades fisicoquimicas del suelo: pH, capacidad de campo

(CC) y textura (Tabla 6).
Tabla 6.

Caracteristicas del suelo para la evaluacion de HMA en plantas de café bajo
condiciones de estrés hidrico.

Caracteristicas Valor obtenido
Capacidad de campo 45.52 %
Textura del suelo Franco limoso
pH 6.89

3.8.1 Capacidad de campo (CC)

Se calcul6 utilizando el método de saturacion y drenaje, segun la Ecuacion 2.
Primero, se tomd una muestra del sustrato, se satur6 completamente con agua y se dejé
drenar durante 48 horas. Luego, se pesd la muestra del suelo himedo y se sec6 en una

estufa a 60 °C durante 24 horas para obtener el peso seco (Petillo et al., 2008).

Peso hiimedo — Peso seco Ecuacién 2

%cc:(

)x 100
Peso seco

3.8.2 Textura del suelo

Se empleo la piramide de texturas para determinar la composicion textural del
suelo (Lizcano et al., 2017). Para ello, se pesé 50 g de muestra de suelo y se disolvieron
con 150 ml de agua destilada. Esta suspensidn se dejé en reposo durante dos horas hasta
observar la formacién de las capas (arena, limo y arcilla). Posteriormente, se midio la

profundidad de cada capa y se utilizé la Ecuacidén 3 para calcular su porcentaje. Los
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porcentajes obtenidos se compararon con la piramide las texturas para identificar el tipo

de suelo (Pozo, 2024).

Ecuacién 3

. (Profundidad de la capa en (cm)
b =

100
Profundidad total en (cm) )X

3.8.3pH
Se pesaron 25 g de suelo y se disolvieron en 50 ml de agua destilada. La mezcla

se homogenizo y se midio el pH utilizando un potenciometro calibrado (Pozo, 2024).

3.9  Aclimatacion de Coffea sp.

Las plantulas in vitro de café que presentaron un sistema radicular bien
desarrollado se aclimataron utilizando sustrato compuesto por materia organica y arena
en una proporcién de 2:1. El sustrato fue esterilizado en autoclave a 121 °C por dos ciclos
consecutivos y cada macetero se llend con 100 g de sustrato, se cubrié con una tapa
plastica perforada. Los agujeros en la tapa se ampliaron progresivamente cada semana
para permitir la aclimatacién gradual de las plantulas. Ademas, se aplicaron 35 ml de agua
destilada estéril por macetero, asegurando una humedad equivalente al 60% de la
capacidad de campo (Sanchez de Prager et al., 2010), condicion que se mantuvo durante
dos semanas. Para proporcionar los nutrientes necesarios al sistema, se afiadié medio
MSR liquido (sin Pythagel) como fertilizante. Las condiciones de crecimiento incluyeron

una temperatura de 25 £ 1 °C y un fotoperiodo 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.

3.10 Inoculacion de HMA y aplicacion del estrés hidrico

Posteriormente, se disolvieron 0.77 g de la micorriza comercial en 7.7 ml de agua
destilada y se inoculd en las raices de café. Durante esta etapa no se aplico riego para
favorecer la colonizacion micorrizica. Luego se una semana, se aplicaron los diferentes

niveles de capacidad de campo (CC) (Tabla 7) con el fin de inducir el estrés hidrico.
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Transcurridas dos semanas, se afiadié medio MSR liquido (sin Pythagel) como fertilizante
para proporcionar los nutrientes necesarios al sistema. El crecimiento de las plantas se
mantuvo durante diez semanas bajo las mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo

anteriormente mencionadas.

:I'r?att?[;a:nZéntos para evaluar HMA bajo diferentes niveles de capacidad de campo.
Cddigo Tratamientos
hOa0 Control (-) +0% CC
hOal Control (-) + 30 % CC
hOa2 Control (-) + 60 % CC
hla0 CepaC+0%CC
hlal CepaC+30% CC
hla2 CepaC+60% CC

3.10.1 Mediciones

Diez semanas después de la siembra, se cosecharon los brotes de café y se retir6
el sistema radicular de cada maceta. Las variables evaluadas incluyeron la longitud y peso
de la raiz, asi como la altura y biomasa aérea de las plantas. Ademas, se determind el
porcentaje de colonizacion micorrizica en las raices, utilizando la técnica de clarificacion
y tincion descrita por Ho-Plagaro et al. (2020), como se mencion anteriormente. Las
raices tefiidas fueron montadas en portaobjetos y observadas bajo un microscopio
invertido con un aumento de 40x. Para cada muestra se examinaron 100 campos de

observacion para identificar estructuras micorrizicas como hifas, vesiculas y arbusculos.
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3.11 Anadlisis estadistico

Para la evaluacion de desinfeccion, multiplicacién y enraizamiento de Coffea sp.,
se aplicd un disefio por bloques completamente al azar (DBCA), con tres tratamientos y
cinco repeticiones por tratamiento, dando un total de quince unidades experimentales.
Para determinar el nivel de micorrizacién de HMA, se emple6 un disefio completamente
al azar (DCA) bajo un esquema unifactorial. En este caso, se consideraron cuatro
tratamientos correspondientes a diferentes cepas de HMA: Cepa A, Cepa B, Cepa C y
Cepa A+B+C, cada uno contd con tres repeticiones, resultando en 12 unidades
experimentales. En el ensayo de estrés hidrico, se utilizé un disefio completamente al azar
(DCA) en un esquema factorial 2x3, con dos factores de estudio: las cepas de HMA y los
niveles de capacidad de campo. Cada combinacién fue evaluada con cuatro repeticiones,

dando un total de 24 unidades experimentales.

El andlisis de los datos obtenidos se realizd con el software InfoStat. Se
verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas mediante las
pruebas de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. Posteriormente, se empled un
analisis de varianza (ANOVA), complementado con la prueba de Tukey y considerando

un nivel se significancia de p< 0.05.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Desinfeccion de semillas de Coffea sp.

Se identificaron diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.01) (Anexo
1). En el tratamiento CO, ninguno de los embriones cigoticos germind (Figura 4A). Por
otro lado, los tratamientos C1 y C2 alcanzaron porcentajes de desinfeccion superiores al
80 %, permitiendo la germinacion de todos los embriones que no presentaban

contaminacion (Figura 4B).

Figura 4.
A. Porcentaje de desinfeccion bajo tres concentraciones diferentes de NaClO, B.
Germinacion de embriones cigéticos de Coffea sp.

A B

a

Co C1 Cc2
Concentracion de NaClO

Al comparar estos resultados con otros estudios sobre semillas de Coffea sp., se
encontré una limitada cantidad de investigaciones que reporten especificamente la
desinfeccion y germinacién de estos explantes para su establecimiento in vitro. La
mayoria de estudios se centran en otro tipo de explantes, como hojas, meristemas apicales
0 yemas, debido a su mayor capacidad de regeneracion y alta tasa de multiplicacién in
vitro, como sefiala Fernandez et al. (2010). Sin embargo, al contrastar los porcentajes de
desinfeccion obtenidos en este estudio (Figura 4A) con los de Ebrahim et al. (2007), se

observo que estos autores reportaron resultados similares para la desinfeccion de semillas
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de Coffea arabica, al emplear hipoclorito de sodio al 1.25 %, con indices de supervivencia
superiores al 80 %. Estos resultados demuestran la eficacia del hipoclorito de sodio a
bajas concentraciones, puesto que un aumento en su concentracion puede disminuir la

viabilidad de los explantes hasta un 50% (Mongel6s-Franco et al., 2020).

Por otro lado, al analizar la germinacion observada en este estudio (Figura 4A)
con la reportada por Souza et al. (2016) en semillas de Genipa americana L. (familia
Rubiaceae), se evidencia un potencial de germinacion reducido (34 %). Sin embargo,
dichos autores modificaron la composicién del medio MS y redujeron a la mitad la
concentracion de sacarosa (15 mg/L), lo que pudo haber influido en la variabilidad de los
resultados. Ademas, la adicion de BAP en el medio de cultivo empleado en esta
investigacion pudo haber favorecido la germinacion, puesto que las citoquininas, entre
ellas el BAP, se acumulan en el endospermo de la semilla y participan en su desarrollo al

estimular la division celular en el embrion (Rodriguez Beraud et al., 2016).

4.2  Multiplicacion de Coffea sp.

Los resultados indicaron que no hubo diferencias significativas en el nimero de
brotes (p>0.05) (Anexo 2) (Figura 5A.). Sin embargo, el tratamiento BG2 presentd un
promedio de 1.8 brotes. Para la longitud de brotes, se observaron diferencias
significativas (p<0.01) (Anexo 2) (Figura 5B, Figura 6), y el tratamiento BG2 alcanzé la

mayor longitud, con un promedio de 0.7 cm.
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Figura 5.
A. Numero de brotes, B. Longitud de brotes (cm) de Coffea sp. bajo diferentes
concentraciones de BAP.
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Figura 6.

Multiplicacion de microestacas de Coffea sp.

e

Los resultados obtenido en esta investigacion difieren de los reportados por
Ebrahim et al. (2007), quienes observaron resultados positivos al utilizar el medio
Murashige & Skoog (MS) complementado con 8.0 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de IAA,
logrando entre 15.4 y 16.8 brotes. Estos hallazgos coinciden con los de AL-Azab et al.
(2015), quienes demostraron que concentraciones mas altas de BAP promueven un mayor
namero y longitud de brotes, alcanzando 14 brotes por explante con 8.0 mg/L de BAP.
Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio fueron significativamente
inferiores (1.8 brotes y 0.7 cm de longitud) (Figura 5A, 5B), lo que podria atribuirse al
uso del AG en lugar de auxinas como complemento al BAP, tal como lo sugieren Lozano
et al. (2014). Ademas, el tiempo de cultivo es otro factor que pudo haber influido, puesto

que AL-Azab et al. (2015) y Ebrahim et al. (2007) mantuvieron sus cultivos durante tres

37



meses antes de la evaluacion, mientras que en este estudio se recolectaron los datos

después de un mes.

Por otro lado, este estudio evidencio la formacion moderada de callo en la base
del microesqueje en el tratamiento BG2, lo que podria deberse a que, en algunas especies,
concentraciones superiores a 1 mg/L de BAP estimulan la division celular. Esto
interrumpe la dominancia apical y reduce el crecimiento vertical de la planta, formando

segmentos mas cortos y la aparicion de callo (Orellana et al., 2013).

4.3  Enraizamiento de Coffea sp.

Los resultados indicaron que hubo diferencias significativas en la longitud de la
raiz (cm) (p<0.01) (Anexo 3). El tratamiento M3 alcanz6 la mayor longitud, con un
promedio de 3.20 cm (Figura 7A, 7B), significativamente mayor que los tratamientos M1
y M2, que no mostraron significativas entre si.

Figura 7.

A. Longitud de raiz (cm) en diferentes medios de cultivo, B. Plantulas de Coffea sp.
enraizadas in vitro.
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Al comparar esta investigacion con otros estudios, no se encontré evidencia del
uso exclusivo del medio Murashige & Skoog (MS) para la fase de enraizamiento, sino
que se reporta su uso en combinacién con auxinas como el acido naftalenacético (ANA)

y el &cido indolbutirico (AIB), como lo sefiala Arevalo, (2019). Sin embargo, en el
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presente estudio no se evaluaron estas fitohormonas debido a la alta presencia de callo en
la base de los microbrotes, lo que inhibi6 la formacidn de raices. No obstante, se observd
una formacion radicular moderada en el tratamiento con medio MS al 50% (M1). De
acuerdo con Castilla-Valdés et al. (2020), esta respuesta podria deberse a la baja
concentracion de nutrientes, lo que promueve la emisién de raices como mecanismo
adaptativo. Cabanillas Rodriguez, (2023) respalda lo sefialado, quien indica que el medio
MS al 50% favorece un abundante desarrollo del sistema radicular en Coffea arabica var.

Geisha.

Por otro lado, la aplicacion del medio MSR suplementado con carbon activado ha
sido reportada por Ferrol & Lanfranco, (2020) en cultivos in vitro de banano, con el
objetivo de absorber compuestos fendlicos, fortalecer el enraizamiento y permitir que sus
raices se desarrollen en condiciones de sombra, lo que coincide con los hallazgos del
presente estudio, en el que se obtuvo un mayor crecimiento radicular bajo condiciones
similares (M3). Asi mismo, estos resultados concuerdan con Pedroza, (2009), quien
sefiala que la adicion de carbdn activado en concentraciones entre 0.5 g a 5.0 g/L estimula
la formacion radicular en orquideas, debido a un oscurecimiento del medio, lo que reduce

la oxidacion y favorece un mayor namero de raices.

4.4 Porcentaje de colonizacion micorrizica del sistema planta-HMA in vitro
Para las cepas C1, C4, C6 y C3 no existieron diferencias significativas en el
porcentaje de colonizacion de hifas, vesiculas, esporas y arbusculos (p=0.46; p=0.88;
p=0.7; p=0.80, respectivamente) (Anexo 4) (Figura 8). Sin embargo, la cepa C4 presentd
el mayor porcentaje de CM total (67.3%). Las hifas fueron la estructura con mayor
incidencia en todos los tratamientos, mientras que la formacion de vesiculas y arbisculos

fue inferior al 10 % en todos los casos. Esta baja presencia de estructuras internas sugiere
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un comportamiento simbidtico de las cepas caracterizado por una colonizacién externa

predominante, evidenciada por la alta presencia de esporas (Figura 8) (Figura 9).

Figura 8.
Porcentaje de colonizacion micorrizica de la Cepa C1, C4, C6y C3.

160,0

140,0
S
~ 120,0
2
N
£ 1000 OCM total
(&)
‘E 80,0 m ArbUsculos
oy
O .
S 60,0 @ Vesiculas
= D Esporas
S 400 _
8 | Hifas

20’0 l

00 [
c1 c4 Ccé C3
Cepas HMA

40



Figura 9.
Estructuras de HMA en raices de Coffea sp.

Nota: H: Hifa. V: Vesicula. E: Espora. A: Arbusculo.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran una baja colonizacion
arbuscular (0.3 % - 0.7 %) a los 120 dias, en contraste con lo reportado por Marysol et al.

(2025) quienes observaron una colonizaciéon del 52.13 % a los 75 dias en Swietenia
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macrophylla inoculada con Glomus sp. En cuanto a la colonizacion por vesiculas, los
valores fueron similares en ambos estudios, con un 1.06 % y un rango de 0. 3% a 0.7 %
en el presente trabajo. Sin embargo, se observaron discrepancias en la presencia de hifas,
debido a que no reportaron colonizacion hifal, en contraste con este estudio que se registro

una abundante colonizacion por hifas, con niveles superiores al 30 %.

Estas diferencias podrian estar relacionadas con el cultivo in vitro de HMA,
Silvani et al. (2019) mencionan que el sistema de cultivo in vitro puede afectar el
desarrollo de HMA. Se reportaron cambios morfoldgicos en las hifas extrarradicales de
Rhizophagus irregularis y variaciones morfoldgicas en las esporas producidas in vitro de
Claroideoglomus etunicatum en comparacién con las esporas producidas en suelo.
Ademas, las plantas propagadas in vitro de café presentan un escaso desarrollo radicular,
lo que limita la secrecion de exudados para establecer asociaciones simbidticas (Vaast et

al., 1996).

4.5 Crecimiento de HMA en el sistema planta-HMA in vitro

El monitoreo periddico de las cepas en el sistema planta-HMA in vitro indicé que
las esporas de todos los tratamientos (C1, C4, C6, C3) germinaron al dia 2, mostrando la
formacion de hifas germinantes (HG) dirigidas hacia las raices del hospedante (Figura
10A). Para el dia 7, las hifas se habian expandido por todo el medio de cultivo MSR,
formando un micelio extrarradical (ME) bien definido (Figura 10B). Al dia 21, se observo
una aglomeracién de hifas en el micelio extrarradical, lo que dio lugar a la formacion de
esporas secundarias (ES) de color blanquecino (Figura 10C). Para el dia 28, dichas
esporas alcanzaron la madurez, evidenciada por un cambio de color a café (Figura 10D).

Al dia 35, se produjo una colonizacién masiva de esporas maduras (E) e hifas (H)
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alrededor de todas las raices del hospedante (Figuras 10E, 10F). A partir de este dia, el

crecimiento de HMA se mantuvo constante.

Figura 10.

Crecimiento de HMA usando Coffea sp. como planta huésped. A. Formacion de hifas
germinantes (HG) hacia raices del hospedante (R), B. Formacion de micelio
extrarradical (ME), C. Formacién de esporas secundarias (ES) en micelio extrarradical
(ME, D. Esporas maduras (E) en raices del hospedante (R), E. y F. Colonizacion de
esporas maduras (S) e hifas (H) en raices del hospedante (R).

Nota: (HG): Hifas germinantes. (ES): Esporas secundarias. (E): Esporas maduras. (ME): Micelio
extrarradical. (H): Hifas. (R): Raices del hospedante.

Dalpé et al. (2005), mencionan que las esporas de Glomus pueden tardar desde
unos dias hasta 6 meses en germinar, formando un tubo germinal que se ramifica y crece
en todas las direcciones. Por su parte, Pawlowska, (1999) report6 que las esporas de
Glomus etunicatum germinaron entre 4 y 10 dias. En su estudio, utilizé el medio White
modificado y raices transformadas de zanahorias como huésped, factores que pueden

influir significativamente en el tiempo de germinaciéon. En contraste, en la presente
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investigacion se utiliz6 medio MSR vy raices de Coffea sp., lo que resultd en una

germinacién mas rapida, en solo 2 dias (Figura 10A).

Por otro lado, en cuanto a la formacion de nuevas esporas (Figura 10C), los
resultados de este estudio concuerdan con los de Pawlowska, (1999), quién indicé que
este proceso inicid a partir de las 2 semanas. Segun su estudio, las esporas se formaron
mediante hinchazones terminales en la red micelial, observandose un cambio de
coloracion de blanco opaco a café oscuro (Figura 10C, 10D), lo cual coincide con los

resultados obtenidos.

Asi mismo, los resultados registrados en esta investigacion concuerdan con los de
Eskandari & Danesh, (2010), quienes cultivaron Glomus intraradices en el medio de
cultivo MSR y obtuvieron una germinacién de 3 a 5 dias, observando la formacion de una
red extensa de hifas. Ademas, sefialaron que el crecimiento de esporas e hifas no depende
directamente de la planta huésped, sino de la presencia de flavonoides, los cuales
estimulan la activacion y crecimiento inicial de las esporas. Nagahashi et al. (2000);
Siqueira et al. (2013), destacaron que el nivel de humedad del medio de cultivo, un pH
neutro, una temperatura éptima entre 20 y 30 °C, bajas cantidades de luz y los exudados
de las raices de la planta huésped son determinantes para promover la germinacion y la

ramificacion de hifas.

4.6 Colonizacion micorrizica de HMA bajo estrés hidrico
Se determind que el porcentaje de colonizacion micorrizica fue similar entre los
tratamientos evaluados (h1a0, hlal, hla2), sin diferencias significativas (p=0.99) (Anexo
5) (Figura 11). En todos los tratamientos se identificaron las tres estructuras micorrizicas
(hifas, vesiculas y arbusculos) (Figura 12). Las hifas representan el mayor porcentaje de

colonizacidn, seguidas por las vesiculas y, en menor proporcién, los arbusculos. Estos
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resultados indican una colonizacion micorrizica activa en las raices de Coffea sp.,

independientemente del nivel de humedad del sustrato.

Figura 11.
Porcentaje de colonizacion micorrizica de raices de plantulas de Coffea sp., bajo
diferentes niveles de capacidad de campo (CC).
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Nota: (hl): HMA, (a0): 0 %, (al): 30 %, (a2): 60 % de capacidad de campo.
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Figura 12.
Estructuras de HMA en raices de plantulas de Coffea sp., bajo diferentes niveles de
capacidad de campo (CC).

Nota: H: Hifa. V: Vesicula. E: Espora. A: Arbusculo.

El porcentaje de colonizacion micorrizica presentado en este estudio fue inferior
al reportado por Moreira et al. (2019), quien obtuvo un 39 % de colonizacion en café en
asociacion con Rhizophagus clarus al 71 % de capacidad de campo. En ambos estudios
se identifico una reduccion en la colonizacion por HMA conforme incrementaba el nivel
de humedad en el suelo. Esta reduccion podria estar relacionada con una menor aireacién
del sustrato como resultado de un alto contenido de agua, lo que favorece el desarrollo de

organismos parasitos que inhiben la germinacién de esporas y el crecimiento micelial de
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los hongos (Moreira & Siqueira, 2006). Segun, Harris-Valle et al. (2009), la efectividad
de la micorrizacion para potenciar la asimilacion de agua varia segun la especie de HMA
y esté vinculada con la cantidad de micelio que produce cada hongo y la frecuencia con

la que las raices son colonizadas por estructuras fungicas.

Para la especie Glomus iranicum var. tenuihypharum Fernandez et al. (2017),
obtuvieron un porcentaje de colonizacion del 25 % y 50 % en plantas de Red Globe y
Crimson a los dos afios de aplicado el tratamiento, siendo valores superiores a los del
presente estudio. Moreira & Siqueira, (2006), mencionan diversos factores pueden influir
en la formacion de estructuras micorrizicas como la disponibilidad de nutrientes, pH,
humedad, especie, edad, ciclo y tasa de crecimiento, sistema radicular, intensidad de luz

y temperatura.

4.7 Efecto de los HMA sobre la biomasa vegetal bajo estrés hidrico
Las variables evaluadas longitud de raiz, peso de raiz, altura aérea y biomasa aérea
no presentaron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p > 0.05), segun
los analisis de varianza (ANOVA) (Anexo 6) (Figura 13). Sin embargo, se observé una
variabilidad bioldgica en las respuestas de las plantas, reflejada en las diferencias entre
las medias de los tratamientos, particularmente en aquellos con inoculacion de HMA
(h1a0, hlal, hla2) que presentaron un mejor desempefio en todas las variables analizadas

en comparacion con los controles sin HMA (h0a0, h0al, h0a2).

En cuanto a la longitud de raiz (Figura 13A), el tratamiento hlal mostré el valor
mas alto (7.5 cm), superando a todos los controles, aunque sin diferencia significativa.
Para el peso de raiz (Figura 13B), el tratamiento h1a2 present6 la mayor biomasa radicular
(0.46 g), lo que indica una posible mayor acumulacién de reservas en raices bajo estas

condiciones de mayor humedad y simbiosis micorrizica. Con respecto a las variables
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aéreas (Figura 13C), el tratamiento hlal alcanzé una mayor altura aérea (2.45 cm) y la
mayor biomasa aérea (0.31 g) (Figura 13D), superando a sus respectivos controles sin

micorriza.

Esta variabilidad indica una tendencia favorable en el desarrollo de las plantulas
tratadas con HMA bajo condiciones de capacidad de campo intermedia y alta, lo que
sugiere una posible optimizacion en la absorcidn de agua y nutrientes en situaciones de

estrés hidrico moderado.

Figura 13.

A. Longitud de raiz (cm), B. Peso de raiz (g), C. Altura aérea (cm), D. Biomasa aérea (g)
de plantulas de Coffea sp inoculadas con HMA, bajo diferentes niveles de capacidad de
campo (CC).
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Nota: (h0): control, (h1): HMA, (a0): 0 %, (al): 30 %, (a2): 60 % de capacidad de campo.
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A pesar de la falta de diferencias significativas, los resultados de esta
investigacion coinciden con lo reportado por Moreira et al. (2018), quienes observaron
un mayor desarrollo foliar y masa seca de raices en plantas de café inoculadas con HMA
en comparacion con plantas no inoculadas. En este estudio, la inoculacion con especies
como Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum y Dentiscutata heterogama
permitid a las plantas tolerar condiciones de déficit hidrico moderado, cercanas al 75 %

de capacidad de campo.

De manera similar, en el presente trabajo se evidencié un mejor crecimiento de
las plantulas de café cuando estuvieron asociadas con HMA y sometidas a condiciones
de humedad del suelo equivalentes al 30 % y 60 % de capacidad de campo. Estos
resultados sugieren que, bajo condiciones de déficit hidrico, el crecimiento de las plantas
de café, se ven comprometidos debido a alteraciones en los procesos fisiologicos (Moreira

etal., 2018).

La tendencia observada en los resultados sugiere que la inoculacién con HMA
bajo un nivel moderado de estrés hidrico podria favorecer el crecimiento de las plantulas
de café. Esto coincide con lo planteado por Andrade et al. (2009), quien sefiala que, en
condiciones de baja disponibilidad de agua, el intercambio de carbono por fésforo entre
planta y hongo puede intensificarse, beneficiando a ambos organismos. Ademas, segun
Harris-Valle et al. (2009), la micorrizacién mejora el estado hidrico de la planta mediante
un ajuste osmatico mas eficiente, favoreciendo la turgencia, la apertura estomatica y, por
ende, la fotosintesis. En conjunto, estos mecanismos podrian explicar por qué, incluso
bajo cierto grado de estrés hidrico, la asociacién micorrizica promueve un mejor

desarrollo de la biomasa aérea.
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La asociacion simbidtica con HMA alivia el estrés hidrico en las plantas, mediante
la modificacion de sus perfiles hormonales y de su fisiologia vegetal. Uno de los
mecanismos clave en es el incremento en la produccion de estrigolactona, compuestos
exudados en la rizosfera que promueven el establecimiento de la simbiosis micorrizica
(Chen et al., 2018; Ruiz-Lozano et al., 2016). Ademas, los HMA producen una proteina
denominada glomalina, que se acumula en las hifas, las raices y el suelo, contribuyendo
a la formacion de agregados estables del suelo. Esta accion mejora la estructura del suelo,
su capacidad para retener agua e incrementar la absorcién de nutrientes (Gonzalez-

Chévez et al., 2004).
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La inoculacion micorrizica fue efectiva en condiciones in vitro, destacandose la
cepa C4, que alcanzé 67.3 % de colonizacion total. En todos los tratamientos se
observo una predominancia de hifas, lo que evidencia una compatibilidad
simbiotica entre las cepas utilizadas y Coffea sp. Sin embargo, la baja presencia
de arbusculos y vesiculas (<10%), podria estar asociada a las limitaciones del
sistema in vitro, como la menor emision de exudados radiculares, que son
fundamentales para establecer asociaciones simbidticas.

Bajo estrés hidrico, la aplicacion de HMA mejoro las variables de crecimiento
vegetal, principalmente en el tratamiento con 30 % de capacidad de campo (hlal),
donde se obtuvo la mayor longitud de raiz (7.5 cm), biomasa aérea (0.31 g) y
altura foliar (2.45 cm), superando al control. Aunque no se registraron diferencias
estadisticas significativas, las plantas tratadas con HMA reaccionaron mejor que
los controles en todas las variables evaluadas. Se puede evidenciar que la
simbiosis planta-HMA permite a las plantulas desarrollar mecanismos de
tolerancia al estrés, como una mayor expansién radicular y acumulacion de
biomasa.

La hipdtesis planteada en esta investigacion se confirma parcialmente. Los
resultados sugieren que la colonizacién micorrizica en el sistema radicular de
Coffea sp. puede mitigar los efectos del estrés hidrico y favorecer la absorcién de

agua y nutrientes; a pesar de esto, los datos estadisticos no fueron significativos,
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asociando a factores externos como el tipo de cepa, etapa fenoldgica y condiciones

del entorno que contribuirian a un mejor desarrollo.

5.2 Recomendaciones

Ampliar el tiempo de cultivo en los ensayos de estrés hidrico, puesto a que se
identificd que las primeras ocho semanas son una etapa de adaptacion en plantulas
de Coffea sp. Por ello, extender el periodo experimental permitiria el desarrollo
mas completo de las estructuras micorrizicas internas como vesiculas y
arbasculos, cuya presencia fue limitada en este estudio.

Implementar ensayos que involucren diferentes concentraciones de fosforo,
puesto que la disponibilidad de este nutriente influye en la colonizacion
micorrizica. Ademas, evaluar el comportamiento de las cepas bajo diferentes tipos
de estrés abidtico, con el fin de caracterizar su adaptabilidad y funcionalidad
simbidtica.

Realizar los ensayos en condiciones de campo controlado o invernadero, puesto
que la variabilidad y complejidad de los suelos naturales pueden aportar datos mas
representativos sobre el comportamiento de HMA en sistemas agricolas reales,

promoviendo el uso de estas cepas en practicas agricolas sostenibles.
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ANEXOS

Anexo 1. Desinfeccion de Coffea sp.

Tabla 8.

Chi cuadrado de la desinfeccion de semillas de Coffea sp.

Explante Total

Tratamiento Si No

Co 20 0 20
C1 3 17 20
C2 4 16 20
Total 27 33 60
Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 36.77 2 <0.0001

Tabla 9.

Cuadro de analisis de varianza (ANOVA) para la desinfeccion de semillas de Coffea sp.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 2.38 6 0.40 22.43 0.0001
Tratamiento 2.28 2 1.14 64.24 < 0.0001
Repeticion 0.11 4 0.03 1.53 0.2818
Error 0.14 8 0.02
Total 2.53 14
Tabla 10.
Prueba de Tukey para la desinfeccién de Coffea sp.
Tratamiento Medias n E.E
Co 0.00 5 0.06 A
C1 0.85 5 0.06 B
Cc2 0.80 5 0.06 B
Anexo 2. Multiplicacién de Coffea sp.
Tabla 11.

Cuadro de anélisis de varianza (ANOVA) del nimero de brotes para la multiplicacion de Coffea
sp.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 15.60 21 0.74 1.46 0.1520
Tratamiento 3.33 2 1.67 3.28 0.0487
Repeticion 12.27 19 0.65 1.27 0.2593
Error 19.33 38 0.51

Total 34.93 59
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Tabla 12.
Prueba de Tukey del nimero de brotes para la multiplicacion de Coffea sp.

Tratamiento Medias n E.E

BGO 1.30 20 0.16 A

BG1 1.30 20 0.16 A

BG2 1.80 20 0.16 A
Tabla 13.

Cuadro de andlisis de varianza (ANOVA) de la longitud de brotes(cm) para la multiplicacion de
Coffea sp.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 1.75 21 0.08 2.04 0.0273
Tratamiento 0.55 2 0.28 6.76 0.0031
Repeticion 1.20 19 0.06 1.54 0.1251
Error 1.55 38 0.04
Total 3.31 59
Tabla 14.
Prueba de Tukey de la longitud de brotes(cm) para la multiplicacion de Coffea sp.
Tratamiento Medias n E.E
BGO 0.52 20 0.05 A
BG1 0.63 20 0.05 A B
BG2 0.75 20 0.05 A
Anexo 3. Enraizamiento de Coffea sp.
Tabla 15.

Cuadro de analisis de varianza (ANOVA) de la longitud de raices(cm) para el enraizamiento de
Coffea sp.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 38.01 11 3.46 3.40 0.0105
Tratamiento 24.87 2 12.43 12.23 0.0004
Repeticion 13.15 9 1.46 1.44 0.2445
Error 18.29 18 1.02

Total 56.31 29
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Tabla 16.
Prueba de Tukey de la longitud de raices(cm) para el enraizamiento de Coffea sp.

Tratamiento Medias n E.E

M1 1.50 20 0.32 A

M2 1.10 20 0.32 A

M3 3.20 20 0.32 B
Anexo 4. Colonizacion micorrizica del sistema planta-HMA in vitro.
Tabla 17.

Cuadro de analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacion micorrizica de hifas (%)
en raices de Coffea sp.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 1792.08 5 358.42 1.68 0.2711
Tratamiento 614.92 3 204.97 0.96 0.4688
Repeticion 1177.17 2 588.58 2.77 0.1409
Error 1276.83 6 212.81
Total 3068.92 11
Tabla 18.
Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacion micorrizica de hifas (%) en raices de Coffea sp.
Tratamiento Medias n E.E
C1 36.00 3 8.42 A
C4 32.67 3 8.42 A
C6 17.33 3 8.42 A
C3 31.67 3 8.42 A
Tabla 19.

Cuadro de analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacién micorrizica de esporas
(%) en raices de Coffea sp.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 877.17 5 175.43 1.53 0.3069
Tratamiento 425.00 3 141.67 1.24 0.3754
Repeticion 452.17 2 226.08 1.98 0.2191
Error 686.50 6 114.42

Total 1563.67 11
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Tabla 20.

Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacion micorrizica de esporas (%) en raices de Coffea

sp.
Tratamiento Medias n E.E
C1 17.67 3 6.18 A
C4 33.67 3 6.18 A
C6 21.67 3 6.18 A
C3 26.33 3 6.18 A
Tabla 21.

Cuadro de anélisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacién micorrizica de vesiculas
(%) en raices de Coffea sp.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 3.83 5 0.77 1.45 0.3284
Tratamiento 0.33 3 0.11 0.21 0.8856
Repeticion 3.50 2 1.75 3.32 0.1072
Error 3.17 6 0.53
Total 7.00 11
Tabla 22.
Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacién micorrizica de vesiculas (%) en raices de Coffea
sp.
Tratamiento Medias n E.E
C1 0.67 3 0.42 A
C4 0.67 3 0.42 A
C6 0.33 3 0.42 A
C3 0.33 3 0.42 A
Tabla 23.

Cuadro de analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacién micorrizica de

arbusculos (%) en raices de Coffea sp.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 1.42 5 0.28 1.13 0.4339
Tratamiento 0.25 3 0.08 0.33 0.8022
Repeticion 1.17 2 0.58 2.33 0.1780
Error 1.50 6 0.25

Total 2.92 11
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Tabla 24.
Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacion micorrizica de arbusculos (%) en raices de
Coffea sp.

Tratamiento Medias n E.E

C1 0.33 3 0.29 A

C4 0.33 3 0.29 A

C6 0.33 3 0.29 A

C3 0.67 3 0.29 A
Tabla 25.

Cuadro de andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacion micorrizica total (TC)
(%) en raices de Coffea sp.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 4101.08 5 820.22 6.36 0.0217
Tratamiento 1628.92 3 542.97 4.21 0.0636
Repeticion 2472.17 2 1236.08 9.58 0.0135
Error 773.83 6 128.97
Total 4874.92 11

Tabla 26.

Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacién micorrizica total (TC) (%) en raices de Coffea
sp.

Tratamiento Medias n E.E
C1 41.67 3 6.56 A
C4 67.33 3 6.56 A
C6 39.67 3 6.56 A
C3 59.00 3 6.56 A
Anexo 5. Colonizacion micorrizica bajo estrés hidrico
Tabla 27.

Cuadro de andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de TC (%) bajo diferentes niveles de
capacidad de campo.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 61.83 5 12.37 0.21 0.9477
Agua 1.17 2 0.58 0.01 0.9903
Repeticion 60.67 3 20.22 0.34 0.7990
Error 358.83 6 59.81

Total 420.67 11
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Tabla 28.

Prueba de Tukey del porcentaje de TC (%) bajo diferentes niveles de capacidad de campo.

Agua Medias n E.E

h1a0 9.00 4 3.87 A
hlal 9.75 4 3.87 A
hla2 9.25 4 3.87 A

Tabla 29.

Cuadro de anélisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacion de hifas (%) bajo
diferentes niveles de capacidad de campo.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 4.42 5 0.88 0.19 0.9575
Agua 2.17 2 1.08 0.23 0.8027
Repeticion 2.25 3 0.75 0.16 0.9208
Error 28.50 6 4.75
Total 32.92 11
Tabla 30.
Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacion de hifas (%) bajo diferentes niveles de capacidad
de campo.
Agua Medias n E.E
h1a0 3.25 4 1.09 A
hlal 2.50 4 1.09 A
hla2 3.50 4 1.09 A
Tabla 31.

Cuadro de anélisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacion de vesiculas (%) bajo
diferentes niveles de capacidad de campo.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 71.42 5 14.28 0.37 0.8525
Agua 7.17 2 3.58 0.09 0.9126
Repeticion 64.25 3 21.42 0.56 0.6635
Error 231.50 6 38.58

Total 302.92 11
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Tabla 32.
Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacion de vesiculas (%) bajo diferentes niveles de
capacidad de campo.

Agua Medias n E.E

h1a0 5.25 4 3.11 A
hlal 7.00 4 3.11 A
hla2 5.50 4 3.11 A

Tabla 33.
Cuadro de andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de colonizacion de arbisculos (%) bajo
diferentes niveles de capacidad de campo.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 0.83 5 0.17 0.26 0.9191
Agua 0.17 2 0.08 0.13 0.8801
Repeticion 0.67 3 0.22 0.35 0.7925
Error 3.83 6 0.64
Total 4.67 11

Tabla 34.

Prueba de Tukey del porcentaje de colonizacién de arbusculos (%) bajo diferentes niveles de
capacidad de campo.

Agua Medias n E.E

h1a0 0.50 4 0.40 A

hlal 0.25 4 0.40 A

hla2 0.25 4 0.40 A
Anexo 6. Efecto de los HMA sobre la biomasa vegetal.

Tabla 35.
Cuadro de analisis de varianza (ANOVA) de la longitud de raiz (g) bajo diferentes niveles de
capacidad de campo.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 85.48 8 10.69 0.72 0.6687
Hongo 11.73 1 5.35 0.36 0.7019
Agua 4.52 2 19.51 1.32 0.3039
Hongo*Agua 10.69 2 11.73 0.80 0.3866
Repeticion 58.54 3 2.26 0.15 0.8593
Error 221.25 15 14.75

Total 306.73 23
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Tabla 36.
Prueba de Tukey de la longitud de raiz (g) bajo diferentes niveles de capacidad de campo.

Hongo Agua Medias n E.E
hO a0 5.78 4 1.92 A
ho al 4.23 4 1.92 A
ho a2 4.63 4 1.92 A
hl a0 6.03 4 1.92 A
hl al 7.50 4 1.92 A
hl a2 5.30 4 1.92 A
Tabla 37.

Cuadro de anélisis de varianza (ANOVA) del peso de raiz (g) bajo diferentes niveles de capacidad
de campo.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 0.78 8 0.10 1.89 0.1374
Hongo 0.13 1 0.13 2.43 0.1398
Agua 0.21 2 0.10 1.98 0.1721
Hongo*Agua 0.11 2 0.06 1.10 0.3579
Repeticion 0.34 3 0.11 2.17 0.1342
Error 0.78 15 0.05
Total 1.56 23
Tabla 38.
Prueba de Tukey del peso de raiz (g) bajo diferentes niveles de capacidad de campo.
Hongo Agua Medias n E.E
hO a0 0.05 4 0.11 A
hO al 0.09 4 0.11 A
ho a2 0.12 4 0.11 A
hl a0 0.10 4 0.11 A
hl al 0.13 4 0.11 A
hl a2 0.46 4 0.11 A
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Tabla 39.
Cuadro de anélisis de varianza (ANOVA) de la altura aérea (cm) bajo diferentes niveles de
capacidad de campo.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 7.23 8 0.90 2.99 0.0324
Hongo 1.40 1 1.40 4.63 0.0481
Agua 0.56 2 0.28 0.93 0.4161
Hongo*Agua 0.02 2 0.01 0.04 0.9623
Repeticion 5.24 3 1.75 5.77 0.0079
Error 4.54 15 0.30
Total 11.77 23
Tabla 40.
Prueba de Tukey de la altura aérea (cm) bajo diferentes niveles de capacidad de campo.
Hongo Agua Medias n E.E
hO a0 1.68 4 0.28 A
hO al 1.95 4 0.28 A
hO a2 1.60 4 0.28 A
hl a0 2.08 4 0.28 A
hl al 2.45 4 0.28 A
hl a2 2.15 4 0.28 A
Tabla 41.

Cuadro de andlisis de varianza (ANOVA) de la biomasa aérea (g) bajo diferentes niveles de
capacidad de campo.

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 0.26 8 0.03 2.01 0.1157
Hongo 0.06 1 0.06 3.57 0.0781
Agua 2.6E-03 2 1.3E-03 0.08 0.9234
Hongo*Agua 0.01 2 3.4E-03 0.21 0.8111
Repeticion 0.19 3 0.06 3.98 0.0286
Error 0.24 15 0.02

Total 0.50 23
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Tabla 42.

Prueba de Tukey de la biomasa aérea (g) bajo diferentes niveles de capacidad de campo.

Hongo Agua Medias n E.E
ho a0 0.18 4 0.06 A
ho al 0.17 4 0.06 A
ho a2 0.18 4 0.06 A
hl a0 0.26 4 0.06 A
hl al 0.31 4 0.06 A
hl a2 0.26 4 0.06 A
Anexo 7. Fotografias de experimentos
Descripcion Fotografias
Germinacion de :

embriones cigdticos
de café

Desinfeccion y
siembra in vitro de
semillas de césped.

Desinfeccion de
esporas de HMA.

Establecimiento in
vitro del sistema
planta-HMA con
césped y café.




Establecimiento del
ensayo de estrés
hidrico en plantas
aclimatadas de café.

Tincion HMA de
raices de café.

Mediciones de
plantas expuestas a
estrés hidrico.
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