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RESUMEN

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) en la provincia de Jaén es un cultivo
tradicional en la produccion agropecuaria y parte de la diversificacion de los
cultivos agricolas que se convierte en un sustento economico de los productores;
sin embargo, en los ultimos afios el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos
en la produccién de este cultivo, ha provocado un desequilibrio ecolégico, el cual
trae consigo la contaminacién de aguas superficiales y subterraneas, por lo que
se sugiere proponer alternativas que minimicen el efecto de la fertilizacion quimica
en las plantas a través del uso de microorganismos, en tal sentido, el objetivo del
presente trabajo de investigacion, fue evaluar el efecto de la biofertilizacion a nivel
de vivero, con micorrizas arbusculares nativas provenientes del Area de
Conservacién Municipal Bosque de Huamantanga. Las plantulas de Theobroma
cacao L., fueron inoculadas mediante los métodos de sumergimiento de raices y
mediante aplicacion directa al suelo. Para la verificacion de la colonizacién en
raices, se usé el método de Phillips y Hayman (1970); la evaluacién de la
presencia de esporas en el suelo, se hizo por el método de Gerderman y
Nicholson (1963). Los resultados obtenidos en la colonizacion por el método de
sumergimiento por esporas de micorrizas arbusculares nativas del género
Glomus, fueron de 80.25 %; se obtuvo asi mismo incrementos en la biomasa de
raices y hojas; ademas, mostraron un efecto altamente significativo en el

incremento de los niveles de fosforo en el suelo.

Palabras clave: Biofertilizacidon, micorrizas arbusculares, Theobroma cacao.



ABSTRACT

The cultivation of cocoa (Theobroma cacao L.) in the province of Jaen is a
traditional crop in agricultural production and part of the diversification of
agricultural crops that becomes an economic sustenance of the producers;
however, in recent years the indiscriminate use of chemical fertilizers in the
production of this crop, has caused an ecological imbalance, which brings with it
the contamination of surface and groundwater, so it is suggested to propose
alternatives that minimize the effect of chemical fertilization in plants through the
use of microorganisms, in this sense, the objective of this research work, was to
evaluate the effect of biofertilization at the nursery level, with native arbuscular
mycorrhizae from the Forest Conservation Area of Huamantanga . Seedlings of
Theobroma cacao L., were inoculated by root submergence methods and by direct
application to the soil. For the verification of colonization in roots, the method of
Phillips and Hayman (1970) was used; the evaluation of the presence of spores in
the soil was done by the method of Gerderman and Nicholson (1963). The results
obtained in the colonization by the method of immersion by spores of native
arbuscular mycorrhizae of the genus Glomus, were 80.25%; it also obtained
increases in the biomass of roots and leaves; in addition, they showed a highly
significant effect in the increase of phosphorus levels in the soil.

Key words: Biofertilization, arbuscular mycorrhizae, Theobroma cacao.



. INTRODUCCION

En los ultimos afos el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos en la
produccion del cacao ha provocado un desequilibrio ecolégico, el cual afecta
directamente a la calidad del suelo y disminuye la nutricibn en la planta e
incrementa la amenaza de enfermedades en su ciclo inicial de crecimiento que
originan pérdidas econdémicas en el sector agricola. Ademas, trae consigo la
contaminacién de aguas superficiales y subterraneas, por lo que se sugiere
proponer alternativas que minimicen el efecto de la fertilizacidon quimica en las
plantas a través del uso de microorganismos que proporcionen los nutrientes

necesarios para su crecimiento y desarrollo (Leén 2014).

Una alternativa que facilita el proceso de nutricion bioldgica en las plantas es la
biofertilizacion cuya particularidad radica en contener formulaciones de agentes
microbianos (bacterias, hongos, actinomicetos y algas). Algunas de las bacterias
son versatiles y pueden presentar varios mecanismos, por ejemplo, Bacillus
subtilis que produce auxinas que promueven el crecimiento de tomate e inducen
resistencia sistémica contra Fusarium oxysporum, el cual provoca marchitez y

pudricion de las raices (Rojas et al. 2013).

El uso de biofertilizantes en la agricultura permite a la planta usar de manera
eficiente los nutrientes del suelo, lo cual trae ventajas ambientales y econémicas
al reducir los problemas de contaminacién por el exceso de fertilizantes quimicos
sin poner en riesgo la salud humana. Dias et al. (2014), sefiala que el uso de
micorrizas presenta mayor rentabilidad que los fertilizantes, sin embargo,
Gonzalez (2014), resalta que la aplicacion de micorrizas y bacterias en plantulas

de cacao en etapa de vivero no inciden en el comportamiento fisioldgico.

Por otro lado, los hongos micorrizicos presentan mayor rentabilidad que los
fertilizantes debido a que esta asociacion simbidtica entre el hongo y la planta,
actua como un complemento de la raiz de la planta en la toma de nutrientes,
especialmente en la absorcion de P, aumento de la tolerancia a condiciones de

stress abidtico, mejoramiento de la calidad del suelo, fijacion de N2 y aumento en
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la diversidad y productividad de las plantas en un ecosistema determinado
(Moreno 2016).

En el Peru existen pocos estudios publicados sobre micorrizas arbusculares a
pesar del gran potencial de bosques que presenta el pais (Ruiz, Rojas y
Sieverding 2015). Cadenillas et al. (2010), determin6 el efecto biolégico con
micorrizas y fertilizacion quimica en plantones de taya Caesalpinia spinosa y
Arteaga et al. (2011), evalud los hongos micorrizagenos asociados a las rizésfera
del café en la provincia de Jaén, para ambos casos se presenta buenos

resultados con las asociaciones de las micorrizas nativas.

De acuerdo a lo expuesto, podemos afirmar que la nutricion vegetal es el proceso
que permite a las plantas interceptar y absorber los minerales que requieren para
su crecimiento y desarrollo; ademas se considera que una alternativa la cual
facilita éste proceso en las plantas es la biofertilizacion usando hongos
micorrizicos, considerandola como una tecnologia que puede beneficiar y ser
facilmente transferida a técnicos y agricultores dedicados a la produccion de
especies de importancia econémica. El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar el efecto de la biofertilizacion a nivel de vivero con micorrizas
arbusculares nativas en plantulas de Theobroma cacao L. teniendo en cuenta la

mejor forma de inoculacion.
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Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Antecedentes de la investigacion

Prieto et al. (2012), identific6 hongos micorrizicos arbusculares en sistemas
agroforestales con cacao en el tropico humedo ecuatoriano. El objetivo de
este trabajo fue aislar e identificar hongos formadores de micorriza
arbuscular asociados a sistemas agroforestales con cacao (Theobroma
cacao L.). Se muestre6 cinco sistemas ubicados en fincas de la zona central
del trépico humedo ecuatoriano, en la provincia de Los Rios, en los cantones
Quevedo y Valencia: fincas La Represa, La Propiedad, La Unién, Fatima y
Mi Recuerdo. Las muestras de suelo y raices se recolectaron en la época
seca entre los meses de junio y diciembre del 2009. Los géneros de hongos
micorrizicos arbusculares encontrados fueron los siguientes: Gigaspora,
Acaulospora, Glomus y Scutellospora. En todos los sitios muestreados el
género con mayor representatividad en cantidad de esporas encontradas por
gramo de suelo fue Glomus, mientras que para Gigaspora hubo la menor
cantidad de esporas. También se evalué el porcentaje de colonizaciéon
micorrizica existente en Theobroma cacao donde el mayor porcentaje de
densidad de colonizacidon se encontré en las muestras recolectadas de las
fincas Mi Recuerdo y La Unién, y el menor porcentaje en la finca La

Propiedad.

Suelos dedicados al monocultivo de Elaeis guineensis Jacq en Puerto
Wilches Santander-Colombia, presentan baja fertilidad, altas saturaciones de
aluminio y baja densidad de esporas de hongos micorrizicos. Chacén y
Guerra (2012), evaluaron el comportamiento micorrizas (MA-), en Brachiaria
decumbens y Manihot esculenta, quienes poseen alta micotrofia y capacidad
de retencion del ion aluminio. Se consideraron las variables densidad de
esporas, porcentaje de colonizacion micorrizica, biomasa seca y longitud
radicular, concentracion de aluminio foliar y radicular. Se realizé una
(ANOVA) de dos vias con un modelo lineal general. Se observaron

porcentajes de colonizacién micorrizica superiores al 70 % en B. decumbens
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en suelos con concentraciones de 0,6 y 1,4 meq/100 g de Aluminio. M.
esculenta presento 50 % de simbiosis micorrizica, en todos los tipos de
suelo. Se incrementaron las esporas nativas de palma aceitera hasta un 200
% en las dos plantas huésped. Las concentraciones de aluminio a nivel
radicular fueron mayores en plantas micorrizadas, mientras que a nivel foliar

los valores fueron mas bajos.

Bolafios et al. (2012), evaluaron la diversidad y cantidad de micorrizas
arbusculares (MA), asociadas a la rizésfera de plantas de café en 28 lotes en
produccion en 10 subestaciones de Cenicafé y se determinaron los niveles
de colonizacion en raices y la densidad de esporas/g de suelo. El indculo
nativo se increment6 en Brachiaria decumbens y Pueraria phaseoloides. En
el Cairo, Giganto, Libano, Buenavista, Pereira y Venecia, se encontraron
niveles de colonizacién entre el 25 y 48 %, resultado asociado con los
contenidos de materia organica y con el bajo nivel de fésforo en esos suelos.
En Sasaima y en Supia, en suelos Hapludands y Dystropets se encontraron
los mayores niveles, entre el 40 y 92 %, respectivamente. La densidad de
esporas/g de suelo fue mayor de 50. En Naranjal hubo menor cantidad de
esporas/g de suelo (11 a 16). Las especies mas frecuentes fueron
Acaulospora mellea y Glomus occultum. La fertilizacion reiterada influyo
sobre la cantidad y diversidad de esporas de micorrizas arbusculares. En
Chinchina se encontraron Entrophospora colombiana, Glomus manihotis y
Glomus fistulosum, Acaulospora tuberculata y Acaulospora scrobiculata se
aislaron en El Cairo, A. foveata, G. invermaium y G. Fistulosum se aislaron
de suelos con mas del 10 % de materia organica. G. intraradices de suelos
con 11 ppm de P y contenido de materia organica del 19 % en la Trinidad
(Libano), Glomus macrocarpum a pH menor que 5, Sclerocystis sinuosa
junto con Acaulospora appendicula, A. mellea, Scutellospora sp., Glomus

occultumy G. invermaium se identificaron en suelos con 3 ppm de fosforo.

Arcos (2000), realizaron en zonas aledafias a San José del Guaviare un
reconocimiento de hongos formadores de micorrizas arbusculares asociados

a especies de cacao (Theobroma sp.) y se concluyé que las especies de
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micorriza presentaron afinidad con las condiciones fisicoquimicas del suelo y

no hubo especificidad con el hospedero.

Mufioz et al. (2009), determinaron el grado de micorrizacion natural y la
identificacion de géneros de hongos micorrizicos arbusculares nativos
asociados a las raices de nogal pecanero (Carya illinoensis Wangenh.) C.
Koch en produccion. Se evaluaron tres huertas nogaleras, EI Maguey, La
Esmeralda y La Fama, localizadas en la regién de Delicias-Rosales en el
estado de Chihuahua. Se recolectaron porciones de raices localizadas
dentro del area de goteo para evaluar el porcentaje de micorrizacién natural
y su identificacion. La huerta El Maguey present6 el mayor porcentaje de
micorrizacion arbuscular con respecto a las huertas La Fama y La
Esmeralda, con una variacion a través de los meses que se considerd desde
un 13 a 32 %. La buena aireacion y humedad, la presencia de cobertera
natural de gramineas, riego por goteo y la incorporacién de abonos
organicos que presenté la huerta EI Maguey permitieron el desarrollo de la
micorrizacion. En los suelos muestreados de las huertas en estudio la
mayoria de las raices muestreadas se localizaron de los cinco a los 35 cm
de profundidad. El tipo de estructuras caracteristicas de la micorriza
arbuscular encontradas en las raices de nogal pecanero fueron vesiculas,
esporas y micelio. Los géneros de hongos micorrizicos arbusculares
encontrados asociados a la raiz del nogal pecanero en las huertas fueron
Glomus y Gigaspora; ademas se logré identificar una especie de hongo
micorrizico arbuscular correspondiente a Glomus sinuosum; siendo este el
primer estudio en el cual se reportan hongos micorrizicos arbusculares
asociados a la raiz de nogales de la zona Delicias y Rosales en el estado de
Chihuahua.

En el municipio de Tumaco, Narifio, Ballesteros et al. (2004), evaluaron la
presencia de hongos formadores de micorrizas (HMA) en cultivos de
Theobroma cacao, Musa sp., Borojoa patinoi y Bactris gasipaes. Bajo
condiciones de laboratorio se cuantificd el porcentaje de infeccion de raices
(en lamina) y se determind las especies de HMA presentes en cada uno de

los cultivos (por medio de la separacion de esporas). EI mayor porcentaje de
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infeccion (48 %) correspondié a Musa sp., Bactris gasipaes presento el 20
%; Borojoa patinoi y Theobroma cacao presentaron los valores mas bajos
con el 12 % y 8 % respectivamente. Los géneros de Micorriza HMA
presentes, en los cultivos, correspondieron a Scutellospora y Glomus sp., en
Musa sp., Glomus y Acaulospora en Bactris gasipaes y Glomus sp., en

Borojoa patinoi y Theobroma cacao.

Barrera et al. (1999), Evaluaron el efecto de la aplicacion de micorrizas y de
inoculos en el desarrollo de plantulas de Chachafruto, Eryhrina edulis, en
etapa de vivero en cuanto a: tipo de micorriza y sustrato utilizado, la altura
de la planta, el porcentaje de infeccion de raices por la micorriza, el peso
seco de la parte aérea de la planta y el peso de la raiz de la plantula. En
todos los tratamientos, aun en el testigo (suelo cafetero) y en los que no se
aplicé directamente inodculo, al momento de la evaluacion estaban presentes
géneros de Acaulospora sp., Glomus sp., Gigaspora sp., indicando esto, su
alta presencia en los suelos donde se realizé la investigacidén, mostrando su

importante influencia en el desarrollo de las plantas.

Ademas, se observo en relacion con la altura, que los valores para todos los
tratamientos no tuvieron variacion significativa con respecto al testigo (suelo

cafetero) (Barrera et al. 1999).

Por otro lado, Infante (2013), cuantificd los niveles de infeccion micorrizica e
identifico las especies de hongos micorricicos mas frecuentes asociadas con
arboles de pijuayo (Bactris gasipaes H.B.K., especie potencial para utilizar
en sistemas silvopastoriles) en sistemas de produccion de cultivos arbéreos
en multiestrato y en monocultivo, en suelos ultisoles en Yurimaguas, Peru. El
nivel de infeccién micorrizica fue de 46 % en suelos de textura areno franca
y 80% en textura franco-arenosa. Estas diferencias por la textura de estos
suelos pueden estar correlacionadas con la disponibilidad de fosforo en las
parcelas (10.8 ppm en la areno-franca contra 4.8 ppm en la franco-arenosa),
en el que es mayor en el suelo franco-arenoso por contener mayor cantidad

de arcilla; las mismas tendencias con respecto a textura del suelo se

15



2.2,

observaron en parcelas de pijuayo en monocultivo, sin embargo, los niveles

de infeccidon micorrizica fueron mas bajos.

Con el fin de investigar la actividad de las micorrizas en condiciones de
vivero, Reyes (1998), evalué el efecto de Glomus spp., bacterias,
vermicomposta y un testigo en el desarrollo de plantulas de aguacate. Los
sustratos fueron una mezcla de suelo agricola y de arena de rio (1:1 v/v) y
uno referencia que era un suelo forestal; la evaluacion del efecto se hizo a
los 200 dias después del transplante. La altura y diametro del tallo se
favorecieron con los tratamientos de vermicomposta y la micorriza Glomus.
La vermicomposta y la multicepa Glomus spp., promovieron mayor numero
de hojas, mayor superficie de area foliar y peso seco de la parte aérea con
respecto al testigo. El resto de los tratamientos superaron o al menos
igualaron la respuesta de las plantas que se desarrollaron en el tratamiento
testigo, sin inoculacion microbiana ni aplicacién de materia organica. En el
caso de la fotosintesis, se observé mayor actividad en los tratamientos que
tuvieron la presencia de la micorriza y la bacteria, y la mas baja en los
tratamientos testigo y de referencia. La colonizacién de la raiz por estos
microorganismos probablemente aumenté la actividad fotosintética de las
plantas, debido a que pudo existir demanda extra de fotosintatos por parte
de ellos La altura de la planta fue favorecida con la vermicomposta, asi como
la inoculacion de hongos micorrizicos en sus diferentes combinaciones,
observandose diferencias con respecto al testigo y tratamiento-sustrato de
referencia. Se observa que la bacteria sola o en combinaciéon con la
micorriza o vermicomposta no favorecen el desarrollo de la altura. La
vermicomposta y la micorriza actuando en forma aislada tuvieron un efecto
mayor en la promocion de altura. En varias investigaciones se ha
demostrado la eficiencia de los hongos micorrizicos del género Glomus en

promover el desarrollo de plantulas.

Estudio de la Biofertilizacion

Los biofertilizantes son insumos formulados con uno o varios
microorganismos, los cuales, de una forma u otra, proveen o mejoran la
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disponibilidad de nutrientes cuando se aplican a los cultivos (Rinaudo et al.
2013).

Un biofertilizante es una preparacién que contiene células vivas o latentes
provenientes de cepas eficientes de microorganismos que aceleran los
procesos microbianos del suelo mejorando la asimilacién de nutrientes por
parte de las plantas. El uso de biofertilizante es importante, pues estos
suplen o complementan el aporte de los fertilizantes minerales, los cuales, a
pesar de resultar beneficiosos, se ha comprobado que causan dafos al
ambiente (como la acidificacion de los suelos por el uso excesivo de
fertilizantes nitrogenados). Existen distintos tipos de biofertilizantes, como los
abonos y el compost, asi como aquellos que incluyen inoculantes
microbianos y otros derivados de subproductos agricolas y animales
(Almario et al. 2015).

Desde el comienzo de la agricultura los abonos han sido usados como
fertilizantes biolégicos. Grandes cantidades de compost obtenido del
tratamiento de estiércol producido por la ganaderia, son empleadas en la
agricultura por sus altos contenidos de nutrientes para las plantas, humus y
sustancias organicas. El compost es otro biofertilizante eficaz a la hora de
brindar beneficios a los suelos agricolas; este producto estable y libre de
patdogenos y semillas se obtiene a través de un proceso biolégico de
descomposicidon por medio de altas temperaturas. Los aportes bioldgicos y
quimicos del abono y el compost se ven reflejados en el mejoramiento de las
condiciones fisicas de los suelos, que aumentan la calidad de los cultivos
(Haug 2013).

Existe otro tipo de biofertilizantes cuya particularidad radica en contener
formulaciones de agentes microbianos (bacterias, hongos, actinomicetos y
algas). Estos inoculantes poseen una relacion funcional y constituyen un
sistema holistico con la planta; su uso, ya sea solos o en compafia de
sustratos organicos, se remonta a mas de setenta afios. Cabe agregar que
dichos bioinoculantes cumplen funciones como de promotores de

crecimiento, nutricion y defensa ante plagas y enfermedades (Haug 2013).
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Algunos subproductos de origen animal y vegetal también son utilizados
como biofertilizantes, especificamente los derivados del proceso industrial de
cualquiera de estas fuentes. Los de origen animal abarcan tejidos duros,
como huesos, cuernos, ufias, pelo y otros ricos en proteinas fibrosas
derivadas del colageno y la queratina, ya que son una buena alternativa
como fertilizantes y enmiendas. Entre sus ventajas cabe destacar que son
biodegradables y se ha demostrado que su procesamiento es de bajo costo
(Gousterova 2016).

En cuanto a los subproductos de origen vegetal, los biofertilizantes se
obtienen a través del procesamiento de fibras; los residuos vegetales,
ademas, se pueden usar aplicandolos directamente al suelo o después de su
procesamiento (por ejemplo, a través de compostaje). Su uso y resultados
han demostrado que pueden reemplazar la aplicacion de fertilizantes
minerales (Brosius et al. 2015).

Los biofertilizantes vegetales se caracterizan por sus notables aportes de
nitrégeno, fésforo, potasio y materia organica. El resultado final de su uso en
los cultivos no dista del que se obtiene con fertilizantes de origen mineral
(Herencia et al. 2017).

Existe un ultimo grupo de biofertilizantes, que corresponde al uso de
inoculantes microbianos, ya sea solo o como complemento de
formulaciones, que se describen en este boletin. Los inoculantes
microbianos son componentes promisorios para complementar la nutricion
de las plantas. Dado que optimizan la toma de nutrientes, resulta una
herramienta excelente para el manejo integrado, pues garantizan la

sostenibilidad de la produccién agricola (Adesemoye y Kloepper 2014).

El uso de biofertilizantes en la agricultura trae ventajas ambientales vy
econdmicas, ya que satisfacen las necesidades nutricionales de los cultivos.
Sin embargo, su dosificacion debe ser vigilada porque pueden alterar los
indices de nitrégeno, fésforo y potasio por sus altos contenidos de origen
(Sorensen 2013).
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Algunas de las bacterias son versatiles y pueden presentar varios
mecanismos, por ejemplo, Bacillus subtilis que produce auxinas que
promueven el crecimiento de tomate e inducen resistencia sistémica contra
Fusarium oxysporum, el cual provoca marchitez y pudricion de las raices
(Gupta et al. 2014).

2.2.1. Microorganismos utilizados como biofertilizantes

Los microorganismos que intervienen en la fijacion biolégica de nitrégeno
atmosférico (FBNA) que es la reduccién enzimatica de nitrégeno (N2) a
amonio (NH4), podemos clasificarlos en dos grupos a) microorganismos
(bacterias hongos y algas) que fijan nitrogeno en forma no simbidtica o de
vida libre y b) microorganismos que fijan el nitrégeno en forma simbiética con
plantas leguminosas y no leguminosas (azolla, gramineas y otras), las
mayores cantidades de nitrogeno atmosférico fijado, es llevado a cabo por
leguminosas en asociacion simbidtica con bacterias del género Rhizobium
(Richards 2017).

En las bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre se encuentran los
géneros mas estudiados que son Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia y
Klebsiella, los cultivos en donde ha sido mas estudiado este proceso de
fijacion de nitrogeno son: cafa de azucar, arroz, sorgo, trigo y pastos
tropicales forrajeros, donde la fijacién de N2 por bacterias asociativas y de

vida libre es importante (Ddbereiner et al. 2015).

Microorganismos que proporcionan fosforo a las plantas, entre los mas
importantes esta los hongos micorrizicos que presentan asociacion
simbidtica con las plantas, las cuales suministran ademas de un nicho
ecoldgico, la fuente de carbono que necesita el hongo para su desarrollo, a
su vez la planta se beneficia incrementando la captacion de nutrimentos

minerales del suelo principalmente fésforo (Alloush et al. 2014).

En chile ancho inoculado con Glomus intraradices, en suelo franco arenoso,
con bajo contenido de fésforo, se obtuvo incremento en el numero de hojas,

area foliar, frutos y biomasa de raices (Aguilera et al. 2017).
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La disponibilidad del fésforo para la planta esta influenciada por los
microorganismos de la rizésfera. Un alto porcentaje de las bacterias de la
rizosfera y el rizoplano son capaces de degradar sustrato de fdsforo
organico, y las cifras totales de microorganismos aumentan en la vecindad

de raices metabolicamente activas (Powell y Bagyaraj 2014).

Existen microorganismos solubilizadores de nutrimentos tal es el caso de B.
subtilis, B. circulans y B. polymyxa, lo cual, permite que el fésforo disponible
en la rizosfera se incremente en beneficio para las plantas (Bashan et al.
2016).

Bacterias promotoras de crecimiento de las plantas (BPCP), tienen
capacidad para sintetizar sustancias reguladoras del crecimiento o
fitohormonas. Estas sustancias son compuestos naturales, que afectan
diversos procesos de las plantas, a concentraciones mas bajas de las que
presentan nutrimentos o vitaminas. Los reguladores del crecimiento vegetal
sintetizados por las plantas son: auxinas, giberelinas, citocininas, acido
indolacético, etileno y acido abscisico. Cuando estas sustancias son
producidas en forma enddgena por las plantas, se les denomina hormonas
vegetales o fitohormonas. El término "reguladores del crecimiento de las
plantas" se refiere a los compuestos sintéticos que tienen propiedades para
regular el crecimiento de las plantas; generalmente, este término se utiliza
también cuando las hormonas de las plantas son producidas por

microorganismos de la rizosfera (Arshad y Frankenberger 2013).

Microorganismos productores de sideroforos que son compuestos de bajo
peso molecular con alta afinidad por el fierro (Fe3+); también pueden tener
afinidad por el manganeso y molibdeno, como un mecanismo para obtener

estos micronutrientes en condiciones de deficiencia (Cornish y Page 2000).

Los siderdforos se asocian con el Fe3+ en la solucion del suelo y son
reabsorbidos y procesados en la planta o en la bacteria, siendo un
mecanismo eficiente para obtener nutrimentos. Su produccién ha sido
asociada con diversas bacterias libres, especialmente del grupo de las
Pseudomonas (Zdor y Anderson 2013).
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2.2.2. Perspectivas de los biofertilizantes

El aumento de la concientizacidén sobre el cuidado del medio ambiente y la
evidencia del deterioro ambiental que causan los agroquimicos ha hecho
que los productores agricolas, vean como buena alternativa la aplicacion de
los biofertilizantes ya que en la actualidad se usa BPCP y hongos
micorrizicos, entre los productores de plantulas en invernaderos y viveros,
asi como el incremento de microempresas productoras de abonos organicos
que incluyen los biofertilizantes y la produccion de estos insumos por los
propios productores, que los introducen a un manejo mas sustentable del
suelo, estas practicas van en aumento tanto en agricultura organica como
convencional, sobre todo en el noroeste del pais, aun siendo donde se tiene
la tecnologia agricola mas avanzada. Se esta adoptando una estrategia de
suministro de nutrientes a los cultivos (hortalizas y cultivos de grano),
integrando una inteligente combinacion de fertilizantes organicos, humus de
lombriz y biofertilizantes; todo ello dentro del marco de la sustentabilidad,
para reducir los dafios causados al ambiente y a la salud del hombre y los
animales por los métodos irracionales que se han empleado en las ultimas

décadas (Fundacién Produce 2016).

La mayor demanda de abonos organicos por los productores agricolas
vienen siendo los fermentados liquidos (compostas liquidas y biofertilizantes
liquidos) que al aplicarse al suelo tienen importantes beneficios entre los que
destacan, el aumento en los nutrientes, mejoramiento de la capacidad del
suelo para retener agua; mejores condiciones fisicas para el desarrollo de
las raices y el laboreo del suelo, control de algunas enfermedades del suelo
que causan la pudricién de raices, y un aumento en la actividad microbiana
(Litterick et al. 2014).

Otras razones de la preferencia de estos abonos liquidos son:

a) Que pueden aplicarse de muchas maneras incluyendo el agua de riego

que puede ser por gravedad o presurizado.

b) Facil manejo por las motobombas que reducen jornales.
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2.3.

c) No requiere equipo especializado para su almacenamiento y aplicacion y

d) Se tiene mejor control de la cantidad aplicada al manejarse en volumen y

No en peso.

El incremento de estas microempresas y practica del productor de producir
su propio fertilizante (biofertilizantes), debe ser fomentada y mejorada por los
centros de investigacion y organismos relacionados con la agricultura, para
optimizar esta actividad que se traduzca en mayores ganancias y mejoras al
ambiente. Entre las actividades a mejorar esta el de seleccionar
microorganismos nativos de la region en la produccion de biofertilizantes, ya
que asi se dan mayores posibilidades del establecimiento y multiplicacion del
mismo en el suelo, 1o que permitira un mayor beneficio en la planta. En
Sinaloa, en produccién de plantula de chile jalapefo, la aplicacion de cepa
nativa de Bacillus subtilis, presentd la mayor produccién de biomasa (peso

seco), comparable a cepas de Bacillus comerciales (Espinoza et al. 2013).

Relacién simbiética hongo-raiz

En los ultimos afos ha despertado interés las interacciones entre plantas y
hongos, especialmente con micorrizas arbusculares. Las micorrizas
representan las asociaciones simbi6ticas entre las plantas y hongos basada
sobre el intercambio de metabolitos y nutrientes. Mas del 95 % de las
plantas embriofitas son capaces de formas simbiosis con micorrizas. Tanto
los hongos como las plantas tienen distribucién universal, presentandose de
esta manera ecotipos adaptados a condiciones diversas y extremas. Es de
sefalar que las plantas y las micorrizas tienen un origen comun (Pérez et al.
2015).

La mayoria de nosotros esta familiarizada con los tipicos hongos de
sombrero que se desarrollan en los bosques, sin embargo, lo que percibimos
es solamente un cuerpo fructifero formado por miles de hifas, estructuras
microscopicas estrechamente unidas. El verdadero cuerpo del hongo es
subterraneo y dificil de apreciar a simple vista. Las hifas subterraneas de

estos macromicetos, como se conocen, forman parte de la microflora del
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suelo. En este sistema tan complejo existen varias familias de hongos. La
mayoria no produce cuerpos fructiferos tan evidentes. Las funciones de
estos hongos del suelo son multiples, degradan la materia vegetal,
benefician a las plantas asocidandose a sus raices e incluso algunos,

afortunadamente pocos, les producen enfermedades (Lynch 2013).

En 1885, Frank propuso el término micorriza para describir un fenémeno
comun que observé en las raices de ciertos arboles de los bosques
templados de  Norteamérica. Estos o6rganos eran diferentes
morfolégicamente de otras raices cuando se encontraban asociadas a
hongos del suelo; de ahi proviene su nombre latino que significa raiz

fungosa (Harley y Smith 2013).

Inicialmente estas asociaciones entre hongos del suelo y las raices de los
arboles fueron las unicas que se reconocian como micorrizas, pero trabajos
posteriores mostraron que existia una gran diversidad de asociaciones de
este tipo, no sdélo en plantas lefiosas, sino en la mayoria de los vegetales. En
las simbiosis mutualistas de este tipo, los hongos se benefician con los
nutrimentos sintetizados por la planta y a su vez acarrean minerales del
suelo para cederlos a la raiz. Cuando se establece la interaccién, los hongos
por lo general modifican la morfologia de la raiz, desarrollando nuevas
estructuras que caracterizan a los diferentes tipos de micorrizas (Harley y
Smith 2013).

Tradicionalmente se reconocen cinco grupos de micorrizas basandose en
criterios morfolégicos, anatomicos y sistematicos tanto de las plantas como
de los hongos. Tales grupos son: ectomicorrizas, micorrizas de ericales,
micorrizas de Orchidaceae, ectoendomicorrizas y micorrizas arbusculares
también llamadas endomicorrizas. El presente trabajo es una revision sobre

algunos aspectos de interés en el tema de las endomicorrizas (Lynch 2013).

Las micorrizas arbusculares nativas estan ampliamente distribuidas en
condiciones naturales, se encuentran en todos los continentes, excepto en la
Antartida; se dan en todos los suelos, incluyendo los de minas abandonadas,
suelos agricolas, suelos de pantanos y en habitat acuaticos. Los suelos
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poseen naturalmente una diversidad de especies de micorrizas, que pueden
colonizar las raices de la mayoria de las plantas cultivadas,
independientemente de las condiciones ambientales, mejorando asi el
suministro de nutrientes, crecimiento y produccion de las plantas hospederas

especialmente en condiciones de nutrientes deficientes (Pérez et al. 2015).
2.3.1. Micorrizas arbusculares

El tipo de asociacion hongo-raiz mas extendido en la naturaleza tal vez sea
la llamada endomicorriza o micorriza arbuscular, formada por ciertos
zigomicetos, los cuales no desarrollan red de Hartig y colonizan
intracelularmente la corteza de la raiz por medio de estructuras
especializadas denominadas arbusculos, que actuan como o6rganos de
intercambio de nutrimentos entre la célula vegetal y el huésped. Algunos
géneros de estos hongos forman también otro tipo de estructuras llamadas
vesiculas, compuestas principalmente por lipidos. Estas vesiculas estan
presentes intercelularmente en la corteza de la raiz y se consideran
reservorios de nutrimentos para el hongo. La presencia tanto de arbusculos
como de vesiculas dio lugar a que la simbiosis se conociera originalmente
como vesiculo-arbuscular (V-A), sin embargo, no todas las especies de
hongos forman vesiculas, por lo que en la actualidad la asociacién se

conoce como micorriza arbuscular (MA) (Aguilera et al. 2017).
2.3.2. Mecanismo de colonizacion

Las esporas pueden considerarse solamente uno de los tipos de propagulos
de los hongos endomicorrizicos debido a que las raices de las plantas se
colonizan también por trozos de micelio activo que se ramifica para
desarrollar la infeccion. En las micorrizas arbusculares existen dos fases del
sistema micelial: un micelio interno en la corteza de la raiz de la planta y un
micelio externo en el suelo, que varia en extensién y volumen (Harley y
Smith 2013).

El inicio de la colonizacion de la planta y con ello la formacién de la simbiosis

comienza con la germinacion de las esporas de resistencia en el suelo
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cuando las condiciones de temperatura y humedad son favorables o bien
mediante el crecimiento de hifas a partir de propagulos del suelo que se
encuentran cerca del sistema radical susceptible. EI crecimiento del micelio
se incrementa algunas veces debido a que los exudados de la raiz pudieran
proporcionar sustratos adecuados para el desarrollo de las hifas después de
que las reservas de nutrimentos sobre todo en las esporas, se hubieran
agotado. Sin embargo, a pesar del crecimiento micelial en presencia de
raices, las hifas no parecen tomar una direccion hacia ellas, sino hasta que
se encuentran muy cerca, es decir unos pocos milimetros (Bolan y Abbott
2013).

La hifa finalmente tiene contacto con la célula epidérmica o un pelo radical y
produce un apresorio ligeramente engrosado, a partir del cual se desarrollan
ramificaciones infectivas cortas. Posteriormente se produce la penetraciéon
de la epidermis o del pelo radical mediante la presion ejercida por la hifa en
crecimiento sobre la pared celular, lo cual hace que esta ultima se combe
alrededor de la hifa y se vuelva mucho mas delgada en las células corticales.
No se sabe si esta involucrada la produccién de enzimas por el hongo, pero
parece probable que ocurra una alta actividad hidrolitica y se ha sugerido
también que la entrada de la hifa a la raiz se facilita por la presencia de

pectinasas (Bonfante et al. 2014).

Una vez que la hifa penetra la raiz, generalmente entre las células
epidérmicas, se dispersa también intercelularmente a lo largo de la corteza,
alcanzando la segunda capa de células corticales. La colonizacion se vuelve
intracelular cuando la hifa degrada la pared de la célula e invagina la
membrana para ramificarse luego dicotdmicamente muchas veces y formar
una estructura parecida a un arbusto, denominada arbusculo, dentro de la
célula. Este es el sitio donde se lleva a cabo el intercambio de nutrimentos

entre ambos simbiontes (Harley y Smith 2013).

Otras ramificaciones de las hifas intraradicales en algunos géneros de

hongos endomicorrizicos, forman vesiculas intercelulares que parecen ser
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reservorios de nutrimentos dado que presentan gran cantidad de lipidos
(Bowen 2017).

La vida media de un arbusculo en actividad es muy corta y varia entre dos y
quince dias, al cabo de los cuales se colapsa y permanece rodeado por el
plasmalema de la célula vegetal, siendo encapsulado por material
depositado en la zona interfacial proveniente presumiblemente del
hospedero (Harley y Smith 2013).

Este continuo proceso de degradacion de arbusculos a la vez que se forman
otros nuevos es ventajoso para la planta, un arbusculo en degradacion, lleno
de nutrimentos puede liberar su contenido a la célula de la raiz y a partir de

alli distribuirse a toda la planta (Salazar y Garcia 2002).

La colonizacién del hongo puede extenderse también mediante hifas y
hongos por la superficie de la raiz y penetrar en ésta a intervalos irregulares
(Bowen 2017).

2.3.3. Fuentes de in6culo y técnicas de inoculacion

Las tres principales fuentes para la ectomicorrizacion e inoculaciéon con
micorrizas VA en los viveros que producen en contenedor, son el suelo, las
esporas y los micelios vegetativos. Cada uno tiene sus ventajas y
desventajas, dependiendo de los objetivos y del costo del programa de

inoculacion.

a. Inoculacion con suelo

Histéricamente, el indculo de suelo obtenido debajo de arboles
hospedantes ha sido utilizado de manera extensiva, particularmente en
los paises en desarrollo (Mikola 1970). En los viveros a raiz desnuda,
hasta 10 % en volumen de suelo inoculado es incorporado a la cama de
crecimiento (aproximadamente los 10 cm de la capa superior de la cama)
antes de realizar la siembra. Goodwin (1976), utilizé hojarasca de pino
tamizada, como indéculo para plantas de Pinus taeda producidas en

contenedor, y observd un marcado incremento en altura después de 3
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afnos, en Carolina del Norte. Parke et al. (1983), reportaron un incremento
en el crecimiento de Pseudotsuga menziesii producidos en contenedor,
inoculados con residuos y humus provenientes del sotobosque de arboles

de Pseudotsuga menziesii.

Este método requiere grandes cantidades de suelo cada ano. Una de las
mas serias desventajas de este tipo de indculo, es que las semillas,
rizomas de malezas y patégenos potenciales, pueden ser transportados
de forma accidental hacia el vivero a través del suelo. Otra desventaja es
la inconsistencia en la calidad del inéculo, debido a los diferentes
momentos y fuentes de abastecimiento de suelo. No se recomienda este

método a menos que no existan otras formas de inoculacion.

. Inoculacién con esporas

Las esporas o cuerpos de fructificacibon macerados de algunos hongos
macromicetes, sclerodermatales y trufas (y falsas trufas) ectomicorricicas,
proporcionan buen indculo. Las trufas (Ascomicetes) y las falsas trufas
(Basidiomicetes), referidas ambas como trufas de ahora en adelante,
resultan excelentes para esto, dados que sus cuerpos reproductores
principalmente del tejido que sostiene esporas y sus cuerpos de
fructificacion pueden ser bastante grandes. Para preparar la inoculacion
por esporas, los cuerpos reproductores recién recolectados son
enjuagados con agua corriente para remover el suelo adherido o la
materia organica, posteriormente se cortan en pequefos trozos (de 1 a 3
cm3) y finalmente se agrega agua potable a presion por un espacio de 2 a
3 minutos, hasta que las partes queden completamente licuadas. Se ha
encontrado que no es necesario purificar la suspensién. Li y Castellano
(1987) encontraron microorganismos benéficos tanto dentro como en el
exterior de los cuerpos reproductores maduros de varios hongos

ectomicorricicos.

Debe de fomentarse este tipo de organismos y no excluirlos (Garbaye y
Bowen 1987). Se recomienda utilizar esporas frescas siempre que sea

posible, aunque se ha almacenado suspension de esporas, de diferentes
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especies del género Rhizopogon hasta por tres afos, sin una reduccion
significativa en la efectividad de la inoculacion. Las esporas son aplicadas
de seis a doce semanas luego de la siembra, ya sea mediante una
regadera comun o a través del sistema de riego. La mayoria de las
esporas de trufas tienen un diametro menor a 50 ym y puede pasar
libremente a través de la mayoria de los filtros y boquillas de riego. La
cantidad deseada de esporas es mezclada dentro de una regadera que
contiene suficiente agua para cubrir un determinado niamero o superficie
de plantas (Styroblock® o bandejas de tubetes de plastico). La aplicacion
de esporas dos veces, con una separaciéon de dos o tres semanas,
funciona mejor para asegurar una distribucién uniforme, especialmente
cuando se usa el sistema de riego, en lugar de regaderas manuales
(Castellano 1987).

De manera alternativa, las esporas pueden ser aplicadas a la semilla
antes de realizar la siembra. Aun y cuando no se ha utilizado con mucha
frecuencia, este método ha demostrado ser mas efectivo que el de riego
mediante regadera, para la inoculacion de cada una de las plantas. El
tratamiento de las semillas puede ademas permitir un mejor control al
poder relacionar ecotipos de hongos con determinadas especies (Marx y
Bell 1985).

En pruebas practicas, Castellano (1987), ha inoculado de manera exitosa
siete millones de plantas de Pseudotsuga menziesii producidas en
contenedor en los ultimos dos afos, mediante la incorporacion de
suspension de esporas de Rhizopogon vinicolor a través del sistema de
riego. Utilizando el sistema de riego montado en la parte superior de la
estructura del invernadero, una cantidad conocida de esporas fue
aplicada a bloques de 250 000 plantulas de ocho semanas de edad,
durante cinco minutos o menos. El tratamiento consistio en el pre-
humedecimiento del sustrato durante un minuto, posteriormente la
aplicacion de esporas durante dos minutos vy, finalmente, un
humedecimiento adicional durante dos minutos para que las esporas

puedan descender dentro de <cada cavidad. ElI periodo de
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humedecimiento adicional sirve para limpiar las tuberias cuando se han
utilizado otros tipos de hongos para diferentes grupos de especies. Se
han probado muchas especies diferentes de hongos utilizando el método
de suspension de esporas para la inoculacién; las especies del género

Rhizopogon han tenido el mayor éxito.

Para la produccion de Pseudotsuga menziesii se ha enfocado a la
utilizaciéon de Rhizopogon vinicolor, dado que Pseudotsuga menziesii es
un hospedante especifico y los resultados de inoculacion como
basidiosporas han sido exitosos, para la produccion de plantas en viveros
tanto en contenedor como a raiz desnuda (Castellano et al.1985).

Esta combinacion hongo hospedante produce micorrizas con prolificos
rizomorfos, cuya funcidn principal es el transporte de agua. En el
hemisferio sur, las esporas de otras especies del género Rhizopogon,
especificamente R. luteolus, han sido utilizadas de manera exitosa para
inocular y estimular el crecimiento de pinos en Australia (Duddridge et al.
1980).

Como sucede con la inoculacion vegetativa, no todos los hongos pueden
ser inoculados de manera efectiva con este método. El in6culo no esta
libre de otros organismos, pero en siete afos de experiencia con este tipo
de indéculo, no se ha encontrado ningun efecto dafino en las plantas que
han sido tratadas. Los cuerpos reproductores usados para la preparacion
de la suspension sélo estan disponibles en ciertas épocas del ano, y a
diferencia de la inoculacion vegetativa, la constitucion genética de las

esporas variara afio con afio y de lugar a lugar.
. Inoculacién con micelios

Muchos investigadores se han concentrado en la produccion y utilizacion
de cultivos puros de inoculo de hongos micorricicos selectos. Molina y
Palmer (1982) detallan el aislamiento y mantenimiento de cultivos

ectomicorricicos.
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Marx y Kenney (1982) trabajaron en la produccion de indculo
ectomicorricico. Basicamente, un cultivo puro de un hongo en particular
es obtenido mediante el aislamiento de material fungico (germinacién de
esporas o explantes de tejido vegetativo) en un sustrato especial, para
después ser cultivado bajo condiciones asépticas para la produccion del
inéculo. El indculo asi obtenido, usualmente producido en un sustrato de
turba de musgo, y humedecido con una solucién nutritiva, se mezcla con
el sustrato de los contenedores antes de que éstos sean llenados y
sembrados. La inoculacion vegetativa tiene un costo inicial alto vy
demanda mas trabajo que el método de inoculacion por esporas. De la
misma forma que en la inoculacion por esporas, las diferentes especies
de hongos también varian en su efectividad en la inoculacion vegetativa.
Por ejemplo, Rhizopogon vinicolor se desarrolla bien en un sustrato
artificial, pero no es efectivo en la colonizacién de raices activas, cuando

es usado como inéculo vegetativo (Molina 1980).

Marx et al. (1982), utilizaron Pisolithus tinctorius en la primera aplicacion a
gran escala de indculo ectomicorricico en viveros que producen en
contenedor. Se comparé la efectividad del indculo vegetativo producido en
laboratorio con el in6culo producido comercialmente, en diez especies de
Pinus, Pseudotsuga menziesii, Tsuga heterophylla y Quercus
macrocarpa. Ambas fuentes de inéculo fueron efectivas, y se obtuvo una
mayor efectividad después de haber drenado con agua de riego el exceso
de nutrientes. Ninguna otra caracteristica del inoculo o tratamiento
afectaron significativamente el éxito de la inoculacién, excepto cuando se
saturé con captan® después de la siembra, mejorandose la efectividad
del inéculo. Desafortunadamente no se han demostrado mejoras en la
supervivencia o el crecimiento, tanto en el vivero como en las
plantaciones, que justifiquen en el costo de la inoculaciéon vegetativa con
Hebeloma crustuliniforme y Laccaria laccata (Molina 1980, Castellano
1987). En el Pacifico Noroeste, tanto en condiciones de vivero (Hung y
Trappe 1987) como en el terreno (Castellano 1987), las ectomicorrizas de

Laccaria laccata y en un menor grado Hebeloma crustuliniforme, son
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rapidamente reemplazadas por hongos nativos después del trasplante

(los cuales parecen ser del género Rhizopogon).

. Inoculacion de micorrizas vesiculo-arbusculares

Dos caracteristicas principales de las micorrizas vesiculares-arbusculares,
influyen fuertemente en las formas de inoculacién, tanto natural como
artificial. Las esporas de las micorrizas VA no son dispersadas por el
viento, como sucede con las esporas de los hongos ectomicorricicos;
dichas esporas no son diseminadas por el viento hacia dentro del vivero,
ni en el vivero, como para que se pueda realizar la inoculacion natural de
las plantas. Por lo tanto, las plantas hospedantes de micorrizas VA
producida en sustratos artificiales o suelo esterilizada, no podran formar
micorrizas. Segundo, dado que las micorrizas VA no pueden ser
desarrolladas en cultivos puros (sin un hospedante), el in6culo vegetativo
(por micelios), como comunmente se producen las ectomicorrizas, no esta
disponible. Sin embargo, existen otras fuentes y técnicas de inoculacion
para los hongos micorrizicos VA, y éstas son semejantes en muchas
formas a las usadas para hongos micorrizicos. Un método simple de
realizar la inoculacion se logra tomando el suelo natural bajo los
hospedantes de micorrizas VA, para incorporarlo posteriormente al
sustrato de los contenedores. Parke et al. (1983), reportaron un mejor
crecimiento de plantas de Thuja plicata producidas en contenedor,
inoculadas con residuos y humus tomados del suelo de arboles de
Pseudotsgua menziesi. Sin embargo, tal como con la inoculacion
ectomicorricica, esta técnica no es recomendada debido a la alta
probabilidad de introducir plagas y enfermedades en el vivero, asi como la
gran cantidad de suelo forestal requerido. Aunque aun no es posible
producir micorrizas VA mediante cultivo, es posible producir inéculo en
forma masiva, de un hongo micorrizico VA conocido, dejandolo crecer en
asociacion con la planta hospedante, para después usar el suelo y las
raices como inéculo. Este procedimiento es llamado “cultivo en maceta”.
En general, las esporas de un hongo micorrizico VA especifico, son

primeramente obtenidas del suelo natural mediante varias técnicas de
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separacion (Ferguson y Woodhead,1982), identificadas, esterilizadas y
posteriormente incorporadas al sustrato esterilizado, en el cual después
se produce una planta hospedante, como el sorgo o el trébol. A medida
que la planta crece, forma micorrizas VA con el hongo deseado, el cual
posteriormente se extiende en el medio de crecimiento y produce
abundantes esporas. Estas esporas pueden entonces ser extraidas del
sustrato para ser usadas como inéculo, o, mas comunmente, todo el
sustrato que contiene el micelio, esporas y las raices (cortadas), puede
ser usado como inoculo. El in6culo de hongo micorrizico VA obtenido de
“‘cultivo en maceta”, usualmente es incorporado al sustrato mediante uno
de dos métodos (Menge y Timmer 1982). En el primer método, el in6culo
es mezclado uniformemente con el sustrato, previo al llenado de los
contenedores. En el segundo método, el indculo es colocado en forma de
bandas, de 3 a 5 cm bajo la superficie del sustrato. Aunque este método
puede resultar ser muy laborioso, se asegura un rapido contacto entre las
raices y el hongo, a medida que las raices crecen hacia las bandas de
inoculo. La informacion de cuanto inéculo es requerida para asegurar una
inoculacion exitosa es variable, pero de acuerdo con nuestra experiencia,
la inoculacion con 200 a 500 esporas por planta, aproximadamente, es un
buen inicio para probar la efectividad del in6culo en el vivero. Por ejemplo,
Kough et al. (1985), usaron 20 ml de inéculo obtenido mediante “cultivo en
maceta” (esporas + suelo + raices cortadas) para inocular exitosamente
plantas de thuja y sequoia producidas en contenedor de 160 cm?; los 20
ml del inéculo contenian entre 400 y 770 esporas y de 30 a 68 % de las
piezas de raices estaban colonizadas. Las micorrizas VA son sensibles a
altos niveles de fertilizacion, de la misma forma que muchos hongos
ectomicorrizicos. Por ello, es necesario dar un cuidadoso seguimiento al
desarrollo micorrizico bajo diferentes practicas de manejo, a fin de lograr
regimenes compatibles. De la misma forma que al iniciar un programa
para la inoculacion ectomicorrizica, los encargados de la produccion de
plantas en el vivero deberan tener objetivos claros para la inoculacién con
micorrizas VA. Esta inoculacion puede mejorar el crecimiento en vivero y

reducir los costos por fertilizaciéon. Los lotes de plantas inoculadas
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también tienen mejor respuesta en campo que aquellos que no fueron
inoculados, especialmente cuando la planta es establecida en sitios de
condiciones precarias, o donde las micorrizas nativas son escasas
(Johnson 1987).

2.4. Theobroma cacao L. “cacao”

En el marco de una agricultura sostenible, la utilizacion de hongos
formadores de micorrizas arbusculares debe ser considerada en el disefio de
cualquier sistema de produccidén agricola, pues ademas de ser estos
microsimbiontes, componentes inseparables de los agroecosistemas,
realizan diversas funciones en su asociacion con las plantas, pues pueden
constituir sustitutos biolégicos de los fertilizantes minerales. Entonces el uso
de estos hongos, permite que se incremente la adaptacion y que la
fertilizacién sea mas eficiente, es por ello que en el caso de los cultivos se
podria ahorrar cantidades importantes de fertilizantes minerales e
igualmente lograr una absorcion de los nutrientes disponibles en el suelo
(Benavides 2014).

Es aqui, donde los microorganismos tienen un gran potencial para contribuir
a la solucién de multiples problemas de la agricultura, dentro de los cuales,
se va a describir a Theobroma cacao “cacao” para conocer cada una de las
fases de crecimiento de la misma y sobretodo haciendo énfasis en su ciclo

inicial, debido a que es el objetivo de estudio.
2.4.1. Descripcion morfolégica

El cacao (Theobroma cacao L.) fue clasificado botanicamente por Carlos
Linneo, es un arbol de 4-8 m de alto de la familia Esterculiacea, nativo de las
regiones tropicales de América, con semillas que contienen una cantidad
significativa de grasas (40-50 %) y polifenoles (alrededor del 10 % del peso
del grano seco (Vera et al. 2014).

En la actualidad se siembra el Clon CCN-51, el cual tiene excelente

comportamiento agronémico, productivo y tolerancia a las enfermedades; sin

33



embargo, es cuestionado en su calidad, ya que la industria demanda cacao
de origen Nacional (Zambrano et al. 2015).

2.4.2. Distribucién mundial y nacional

e Distribucion mundial. El area de distribucién natural de Theobroma
cacao se extiende desde la regién de la cuenca del Amazonas y las
Guyanas hasta el sur de México. Después de la llegada de los europeos
a América, el cultivo del cacao se ha expandido al Caribe, Asia y Africa y
es hoy dia pantropical, principalmente cultivado entre 10° Ny 10° S. Los
productores mas importantes son Costa de Marfil, Ghana e Indonesia (De
la Cruz et al. 2015).

e Distribucion en Peru. La ocurrencia de Theobroma cacao en Peru se ha
documentado para ocho departamentos (Cajamarca, Cuzco, Huanuco,
Junin, Loreto, Madre de Dios, Piura y San Martin) entre los 0-500 m
s.n.m., aunque es posible que haya mas departamentos implicados que
tengan el habitat adecuado, como Ayacucho, Pasco y Ucayali (Bennet
2013).

2.4.3. Variabilidad

La especie Theobroma cacao comprende una gran variedad de formas y
poblaciones muy diferentes. La especie se origina probablemente en la parte
superior del territorio amazodnico, incluyendo Peru, pero fue domesticada

primero en Mesoamérica (Counet et al. 2014).

Para la caracterizacion de las formas y cultivares se utilizan hoy en dia,
aparte de caracteristicas morfolégicas (por ejemplo, flores), caracteristicas
agronomicas (por ejemplo, resistencia a enfermedades, forma del fruto y
tamano del grano) y moleculares (isoenzimas), asi como también,

frecuentemente, marcadores genéticos (RAPD, AFLP) (David 2015).

Los programas de mejoramiento estan, hasta hoy, dirigidos a un aumento de

los rendimientos y a una mayor resistencia a plagas; principalmente, se han
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aprovechado efectos de heterosis después del cruce de individuos de
diferentes linajes genéticos (Motamayor et al. 2013).

Las formas de cacao se clasifican tradicionalmente en tres grupos genéticos:
Criollo, Forastero y Trinitario; sin embargo, nuevos estudios han mostrado
que esta clasificacibn no describe suficientemente la variabilidad de la
especie (Hall et al. 2014).

Particularmente, el grupo Forastero abarca una alta variabilidad genética,
mientras que las formas Criollo son genéticamente mas estrechamente
definidas. El grupo Trinitario comprende hibridos entre los dos primeros
grupos. La mayoria de las formas de cacao cultivadas mundialmente hoy en
dia son hibridos de origenes mixtos que no pueden ser completamente
incluidos dentro de esta divisidn clasica. Un estudio reciente basado en
datos moleculares clasifica las formas conocidas en 10 conglomerados
principales o grupos (Motamayor et al. 2013).

La delimitacion clasica de grupos, ya sin base cientifica, puede resumirse de

la siguiente manera:

e Criollo. Las formas Criollo fueron probablemente domesticadas primero
por los Mayas hace mas de 3000 anos. Hasta la mitad del siglo XVIII esta
era la forma de cacao mas frecuentemente cultivada. El cacao Criollo
comprende arboles delgados; los frutos tienen tipicamente una cubierta
delgada y esculturada y una pigmentacion rojiza. Las formas Criollo
muestran signos de depresidon endogamica y frecuentemente, mas bajos
rendimientos y mayor susceptibilidad a plagas. En paises de habla
hispana de América, Criollo es frecuentemente traducido como, “nativo” y
comprende no solo las formas tipicas de Criollo, sino ademas todos los
cultivares tradicionales. El cultivo comercial se desarrolla principalmente
en las areas de origen, en Venezuela, México, Nicaragua, Guatemala y
Colombia. El 5-10 % de la produccion mundial de cacao se origina de las
formas Criollo (Ndukwu et al. 2014).
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e Forastero. Las formas Forastero son originarias de la cuenca superior del
Amazonas y comprenden las formas de cacao que no son Criollo ni de
origen hibrido. Se caracteriza principalmente por su fruto verde, una
cubierta del fruto (pericarpo) gruesa, un mesocarpo fuertemente
lignificado, semillas redondeadas y ligeramente aplanadas y cotiledones
de color violeta. La mayoria del cacao que se cultiva en Brasil, Africa
Occidental, América Central y el Caribe pertenece a este grupo. Con
cerca del 80 % de la producciéon mundial de cacao, el grupo de cultivares
Forastero es el grupo comercialmente mas importante (Rufino 2014).

e Trinitario. Estas formas de cacao son de origen hibrido entre formas
Criollo y Forastero, las que desde mediados del siglo XVIIl han surgido en
los territorios de cultivo de cacao. El grupo es correspondientemente muy
heterogéneo genéticamente y morfolégicamente muy polimorfo, no siendo
posible delimitarlo a través de caracteristicas comunes. Las plantas son
normalmente muy robustas con frutos verdes o pigmentados y con
semillas violeta claro a violeta oscuro. El 10-15 % de la produccion

mundial de cacao se origina en las formas Trinitario (Rufino 2014).

2.4.4. Habitat

El habitat natural del cacao es el interior de bosques lluviosos (sub-)
tropicales sudamericanos. El habitat comprende zonas subtropicales secas a
humedas, asi como zonas tropicales muy secas a humedas. El cacao se
cultiva normalmente a elevaciones bajo los 300 msnm, y en ambientes
boscosos especialmente abrigados de Colombia puede alcanzar elevaciones
de hasta 900 m s.n.m. (Duguma et al. 2013).

2.4.5. Clima

La temperatura y precipitacion son los factores mas importantes para el
desarrollo 6ptimo de las plantas de cacao. Las plantas reaccionan en forma
muy sensible a la cantidad de agua en el suelo y son susceptibles a la
sequedad. El cultivo requiere lluvias uniformemente repartidas a lo largo del
afno de un total de 1500-2000(-2800) mm. Las temperaturas minimas medias
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son de 18-21 °C, las maximas de 30-32 °C. Las temperaturas minimas
absolutas son de 10 °C, por debajo de las que las plantas reciben dafo. Bajo
condiciones climaticas como, por ejemplo, las de Africa occidental, el cacao
puede resistir periodos secos de hasta 3 meses (con precipitaciones < 100
mm). Las condiciones climaticas particulares en Ecuador permiten cultivar
cacao en lugares incluso con periodos secos de hasta 5-6 meses; sin
embargo, las temperaturas son aqui en promedio mas bajas, la humedad del
aire mas alta y el cielo esta normalmente nublado durante los periodos secos
(Hall et al. 2014).

2.4.6. Crecimiento

Después de 3-4 dias de la siembra de las semillas, se ve normalmente la
emergencia de raices primarias o pivotantes blanquecinas, las que después
de 15-20 dias alcanzan una profundidad de 10-15 cm. Las plantulas
muestran primero un crecimiento no ramificado hasta una altura de 1-2 m,
antes de que la primera ramificacion toma lugar. El tallo principal es corto y
se ramifica en verticilos, (“horqueteo”). Los ejes crecen vertical (chupones) u
horizontalmente. En plantas juveniles, los nuevos ejes verticales se pueden
originar en cualquier posiciéon del eje principal. Normalmente, estos se
forman debajo de la primera horqueta. Las plantas adultas forman a veces
nuevos, chupones en ejes verticales bien desarrollados. Las plantas de
cacao obtenidas de semilla estan completamente desarrolladas después de
cada 10 afos. Las plantas comienzan a florecer y fructificar después de 3-4
anos desde la siembra. La cosecha maxima se alcanza después de 6-7
anos. Incluso cuando las plantas de cacao pueden alcanzar 20 m de altura
en condiciones deficientes de luz, en cultivo alcanzan normalmente sélo 4-8
m de altura. Las hojas se forman en 4-5 fases de despliegue foliar y
alcanzan su actividad fotosintética total en 4-5 meses. Después de 1 ano, en
promedio se caen. El sistema radicular pivotante alcanza una profundidad de
120 - 200 cm de Criollo (Ndukwu et al. 2014).
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2.4.7. Biologia floral

Las primeras flores aparecen en el tallo de las plantas de cacao uno o dos
afos después de que el tallo se ha lignificado. Las flores forman
inflorescencias que se originan a partir de botones axilares de las hojas
caducas. Las plantas adultas de cacao pueden, dependiendo de las
condiciones climaticas, producir flores y frutos durante todo el afo, cuando
no se presentan periodos secos extremos u oscilaciones térmicas muy

pronunciadas (Motamayor et al. 2013).

Normalmente, las plantas muestran uno o dos periodos de mayor
fructificacion. El cacao produce una gran cantidad de flores, de las que sélo
un 0.5-5 % son polinizadas y producen frutos. Casi el 60 % de las flores cae
después de 48 h sin ser fertilizadas. La apertura de los botones se produce
generalmente en la tarde y la antesis finaliza a la mafiana siguiente. El cacao
tiene polinizacion cruzada (xenogamico) y posee un complejo sistema de
autoincompatibilidad (Ndukwu et al. 2014).

En cultivo, sin embargo, las plantas pueden a veces ser autocompatibles. La
polinizacidén es relativamente inespecifica, es realizada por varios insectos,
por ejemplo, trips, hormigas, afidos y mosquitos pequefios. Después de una
polinizacién exitosa, la fructificacion se inicia dentro de 36 horas, los pétalos
se caen y después de 72 horas los ovarios ya estan hinchados. La
autoincompatibilidad puede manifestarse incluso unas semanas después de
la fructificacion, llevando a la caida de los frutos. La duracion del desarrollo
del fruto es 150-180 dias hasta que esta totalmente maduro y depende

principalmente del cultivar y la procedencia (Motamayor et al. 2013).
2.4.8. Propagacién en cacao

e Propagacion generativa. La forma mas facil y econémica de propagar el
cacao es por medio de semillas. Semillas maduras tienen, sin embargo,
solo un corto periodo viable y no se deben secar. Una desventaja de la
propagacion por semillas es la predominancia de la polinizacion cruzada y

la resultante variabilidad de la progenie. Algunos cultivares (Ameloado y
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algunas formas de Criollo) son, sin embargo, autocompatibles y pueden
ser propagados con identidad varietal a través de semillas (Duguma et al.
2013).

Las semillas se sacan del fruto carnoso, por lo general, inmediatamente
después de la cosecha y se siembran en viveros sombreados. Las
semillas pueden también ser sembradas directamente en la plantacion, en
cuyo caso deben ser protegidas con mallas plasticas alrededor. La
siembra en vivero se realiza en sustratos de siembra de turba y perlita, o
en humus. La siembra se realiza con el hilum de las semillas hacia abajo,
en una profundidad de ca. 10-20 mm. Las macetas de siembra deben ser
de al menos 5 x 5 x 12 cm. También se puede sembrar en bolsas
plasticas (20 x 12 cm con hoyos). La germinacion ocurre generalmente en
pocos dias, dependiendo de la temperatura. La tasa de germinacion de
semillas frescas es de casi 90 %. Una disponibilidad de agua suficiente,
sombra y proteccion del viento son importantes para el crecimiento de las
plantulas. Ademas, las plantas son sensibles a la sobre fertilizacion. El
primer trasplante se realiza normalmente cuando las plantulas han
alcanzado un tamafo de 0.6 m. Las plantas juveniles pueden mantenerse
en vivero hasta por 12 meses en macetas de tamano adecuado, antes de
ser llevadas a la plantacion; sin embargo, la plantacién toma lugar,

generalmente, 4-5 meses después de la siembra (Motamayor et al. 2013).

Propagacion vegetativa. El cacao puede ser propagado con identidad
varietal, de manera vegetativa, via injerto, sobre un patron apropiado,
esquejes, acodos o también mediante cultivo de tejidos (Ndukwu et al.
2014).

Las plantas de cacao que se han propagados mediante vastagos o
estacas de tallos horizontales se desarrollan en arboles profusamente
ramificados, mientras que esquejes obtenidos de ejes verticales
muestran, por el contrario, un crecimiento similar al de plantas

propagadas por semilla (Hall et al. 2014).
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Para la propagacion por esquejes se utilizan esquejes de tallos con 2-5
hojas o dos yemas. Para esquejes de hoja, la hoja se divide por la mitad y
la estaca se hace enraizar bajo malla plastica. Para acodos se forma una
nueva planta de uno de los ejes de la planta. Para ellos se desprende un
trozo de la corteza, y ese lugar se envuelve en plastico con aserrin, turba
o un medio similar. La parte envuelta enraiza lentamente. Después del
enraizamiento se separa el eje de la planta madre y se planta. El método
es bastante laborioso, pero es muy simple de realizar y no necesita, en
comparacién con el injerto, un cultivo de plantas juveniles. También se
han desarrollado métodos para el cultivo de tejido de cacao, pero hasta
ahora no se han empleado de manera masiva. Especialmente importante
es la propagacion por injertos en patrones adecuados: en injertos de
yema se extrae cuidadosamente una yema con un trozo de corteza (> 2.5
x 0.5 cm), normalmente de un chupon (eje vertical) y se coloca en otra
planta. Para evitar la pérdida de humedad, la yema se fija a la planta con
rafia y cinta de injerto y el lugar del injerto se sella con cera de injerto
(Motamayor et al. 2013).

Como patron se usan normalmente plantulas de 60-90 dias de edad.
Después de cerca de 3 semanas, cuando el “0jo” se ha injertado
completamente, se remueve la cinta con la cera y se poda completamente
la parte antigua del patrén por arriba de la posicion del injerto. Este
meétodo no puede ser utilizado cuando el arbol sobre el que se propagara
el injerto esta infectado con el Virus CSS u otra enfermedad sistémica.
Injertos de hendidura superior también se pueden practicar exitosamente
en arboles adultos. Del arbol a injertar se extraen las ramas mas robustas,
en los cantos cortados se hace una hendidura lisa y los vastagos de los
arboles a ser injertados se disponen en hendidura de modo que ambos
cambium es entren en contacto. La posicidon del injerto es cubierta con
cinta de injerto y malla plastica. Con este método se alcanzan tasas de
exito de cerca del 90 %. En injertos de hendidura superior en una planta
adulta se pueden producir los primeros frutos en un plazo de dos afos
(Dias dos Santos et al. 2015).
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2.4.9. Formas de cultivo

El cacao puede ser cultivado tanto como monocultivo, asi como en
plantaciones forestales y en cultivos frutales intercalados. Tradicionalmente,
el cacao se cultiva a la sombra de bosques raleados o en remanentes de
bosque y se mantiene mas o menos la estructura natural del bosque. La
composicion botanica de los arboles de sombra es, por lo tanto, compleja y
diferente en cada regién. Cultivos intercalados se practican, por ejemplo, en
coco, caucho, nueces de areca, canela y plantaciones frutales de todo el
mundo (Hebbar et al. 2015).

También se practica el cultivo en combinacidn con especies arbdreas
madereras y con leguminosas arbéreas. En parte, se utilizan en estas
modalidades de cultivo mas de tres especies de plantas en un mismo cultivo.
Se asume hoy en dia que el cultivo intercalado y el manejo forestal, mas alla
de la funcion de sombreado, disminuye la aparicidon de enfermedades del
cacao, mantiene la fertilidad natural del sistema de produccién, compensa
los periodos secos y fomenta el mantenimiento de la biodiversidad
(Somarriba y Berr 2015).

El cultivo de cacao en monocultivos, es decir, cultivos intensivos sin
sombreado, se realiza especialmente en Africa occidental sobre bosques
talados o terrenos de barbecho. La instalacion de las plantaciones se efectua
normalmente con sombreado temporal con, por ejemplo, matas de platano o
leguminosas diversas (por ejemplo, Gliricidia sepium, Inga spp., Albizia
spp.). El cacao es un arbol tolerante a la sombra, pero se cultiva
tradicionalmente bajo arboles de sombra, algunos estudios muestran que un
sombreado muy intenso (arboles de sombra y autosombreado) no sélo
disminuye el rendimiento, sino que también favorece la aparicion de

enfermedades (Zuidema et al. 2015).

La plantacién se realiza al comienzo del periodo de lluvias, con suficiente
humedad en el suelo. Proteccion del viento y sombreado son condiciones
esenciales para el establecimiento de la plantacion. Matas de platano se
plantan frecuentemente para el sombreado en los primeros afios y para la
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generacion de ingresos durante la fase de establecimiento de la plantacion.
La distancia entre plantas de cacao depende fuertemente del tipo de cultivo
y oscila entre 2.5 x 2.5 my 5 x 5 m. La densidad de plantas corresponde por
lo tanto a 750-1500 plantas por hectarea (Hall et al. 2014).

En cultivos mixtos con otras especies, la densidad de plantas puede llegar a
s6lo 400-600 plantas por hectarea. En Asia el promedio es de casi 1000
plantas/ha. Los cuidados culturales del cacao comprenden, aparte de la
fertilizacion y la remocion de malezas, una poda regular de los arboles de
cacao. Para la fertilizacion se emplean frecuentemente fertilizantes
comerciales (NPK) incluyendo micronutrientes (Fe, Zn, B) en una cantidad
aproximada de 500 kg/ha/afo. La plantaciéon también se apoya con
fertilizantes organicos (estiércol). El uso prolongado de fertilizantes quimicos
sintéticos lleva, sin embargo, a un empobrecimiento del suelo y a un
empeoramiento de la estructura edafica, que puede prevenirse por medio de
la utilizacion de fertilizantes organicos. En relacion con las podas, se

remueven los ejes mas delgados y los que se han secado (Vos et al. 2013).

La poda también determina el tamafo de las plantas de cacao y debe
adaptarse a las practicas locales de manejo y cosecha. La remocion de ejes
verticales no productivos (chupones), que normalmente se originan por
debajo de la primera ramificacién (horqueta), favorece la formacion de frutos
y facilita el control de plagas. También los ejes entrecruzados deben
removerse para asegurar una entrada de luz uniforme. La remocion de
malezas se realiza manualmente, con herbicidas o se cortan y son
posteriormente utilizadas para el acolchado o “mulching” del cacao (38). Las
malezas son particularmente importantes en los primeros anos, hasta que

las copas forman una cobertura continua (Motamayor et al. 2013).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion del area de estudio

e Ubicacion geografica y politica

La investigacion se realizd en el vivero de la Municipalidad Provincial de
Jaén “Manuela Diaz Estela” ubicado en el distrito y provincia de Jaén, region

Cajamarca.
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Figura 1. Ubicacién del campo experimental
e Clima

El area de estudio presenta un clima seco con una temperatura media anual

que oscila entre 24 a 26 °C, con maximas que alcanzan los 30 °C y minimas

43



que estan alrededor de 20 a 21 °C. La temperatura promedio se mantiene a
lo largo del afo. La precipitacion promedio anual varia desde 350 mm hasta
1 000 mm, y se presenta un periodo seco, de menor precipitacion, entre los
meses de mayo a octubre, y de mayor precipitacion entre octubre y abril. La
zona de estudio se encuentra dentro de la zona de vida bosque muy seco
Tropical (bms-T) y monte espinoso Tropical (mte-T) (Marcelo et al. 2010).

e Ecologia

La zona de estudio se encuentra dentro de la zona de vida bosque muy seco
Tropical (bms- T), esta ocupada por especies perennifolias y caducifolias de

porte arbéreo y arbustivo (Peisa 2004).
e Hidrologia

El area de estudio se encuentra dentro del ambito de la cuenca Amoju, la
cual esta disectada por el cauce del rio del mismo nombre, fuente primaria
proveedora de agua para riego y para satisfacer las necesidades de las
poblaciones asentadas en el valle de Jaén. El recorrido de las aguas del rio
Amoju es de norte a sur, y aguas abajo, confluyen en la margen izquierda

del rio Marafidn, que es su unico colector (Marcelo et al. 2010).

3.2. Materiales
e Biolégico. Micorrizas arbusculares nativas aisladas provenientes del
Area de Conservacién Municipal Bosque de Huamantanga y semillas de

cacao (Theobroma cacao L.).

e Laboratorio. Microscopio, refrigeradora, autoclave, embudos de vidrio,
matraz, placas Petri, mechero de bunsen, tubos de ensayo, balanza
analitica, estufa, tamiz, vaso de precipitacién, probetas, pipetas,

baguetas, laminas y laminillas.

e Reactivos. Caldo peptonado, agua destilada, acido clorhidrico, azul de

tripano, agua oxigenada y agar nutritivo.

e Equipo de gabinete. Impresora y computadora portatil.
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¢ Informatico. Microsoft Word y Microsoft Excel 2013, software estadistico
Minitab version 2015 y SAS version 5.0.

3.3. Metodologia

3.3.1. Trabajo de laboratorio y campo (vivero)
a. Produccion de las plantulas de cacao

Preparacion y obtencion del sustrato:

Se selecciond una parcela cerca de la Universidad Alas Peruanas de
propiedad de la Sra. Laura Iglesia Diaz, en el cual no se ha efectuado
ningun tipo de produccidon agricola, y se procedid a tomar una
muestra para su evaluacion de presencia de micorrizas arbusculares
nativas a través de la técnica de tamizado y decantacion descrita por
Gerderman y Nicholson (1963) (Foto 4, Anexo 3). Al verificar la
inexistencia de micorrizas arbusculares nativas en el suelo, se obtuvo
1 m3 de este suelo a través de la trituracion y tamizado del mismo.
Este volumen de suelo fue utilizado para la produccién de los
plantones de cacao, previa desinfeccién con solucién de hipoclorito de
sodio al 2 %, ventilacion y remocion por tres dias. Las bolsas
empleadas para el llenado del sustrato preparado fueron de medida
10" * 12,

Preparacion y obtencion de las semillas:

Se germinaron semillas de cacao (Theobroma cacao L.) procedentes
del banco de germoplasma de cacao del campo experimental de la
Agencia Agraria Jaén, ubicada en la Estacion Experimental de

Yanuyacu.

Al abrir las bayas de cacao se descarté las semillas de ambos
extremos en un promedio de 5 a 10 semillas de cada lado, y se
selecciond las semillas ubicadas en centro de la baya con la finalidad

de garantizar la produccion.
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Una vez obtenidas las semillas de cacao fueron vertidas en un
depdsito con agua y arena para eliminar la miel. La arena fue utilizada
como un medio para agilizar el proceso (Fotos 1 y 2, Anexo 3).
Posteriormente se procedié a enjuagar las semillas, dejandolas en
remojo por tres dias en agua limpia, como tratamiento de
germinaciéon. Al verificar que el 90 % de semillas han germinado,

fueron utilizadas para la siembra directa en bolsa.
b. Tratamientos y métodos en estudio
Testigo: Sin ningun tipo de tratamiento, identificado con el cédigo T.

Tratamiento 1: se empled 1 cepa (denominada MAN?7), identificado

con el cédigo T1.

Tratamiento 2: se empled 3 cepas (denominadas MAN3, MANS vy
MAN9, identificado con el codigo T2.

Métodos de inoculacion en estudio

Directo al sustrato: consiste en inyectar inoculo MAN con una jeringa

en directriz al sustrato, identificado con el cddigo D.

Sumergimiento de raiz: consiste sumergir la raiz de la planta en

caldo peptonado de MAN, identificado con el codigo S.

c. Aislamiento de micorrizas arbusculares nativas segun

tratamientos y métodos de aplicaciéon

Las micorrizas arbusculares nativas fueron donadas por el laboratorio
de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Cajamarca- Filial
Jaén, las cuales fueron aisladas del Area de Conservacién Municipal
Bosque de Huamantanga. Para la preparacién del inoculo se hizo lo

siguiente.

Se prepard caldo peptonado, al contar con la solucién, se aislé el

in6culo de micorriza en los frascos segun tratamientos a aplicados: T1
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(1 cepa) y T2 (3 cepas), se mantuvo en refrigeracion y constante
movimiento por 24 horas, con la finalidad de multiplicar las esporas de

la micorriza arbuscular nativa utilizada (Foto 3, Anexo 3).

Luego de preparada la solucion conteniendo las micorrizas
arbusculares nativas, se procedié a aplicar a las plantulas de cacao
segun los tratamientos y métodos de inoculacion en estudio: directo al

sustrato y sumergimiento de raiz.

El método de inoculacion directa al sustrato consistio en aplicar 10 ml
de in6culo de micorriza arbuscular nativa a plantulas de cacao de 12
dias de germinacion, empleando una jeringa se vertio el inéculo

directo al sustrato, segun tratamientos.

El método de sumergimiento consisti6 en sumergir las raices de
plantulas de cacao en solucion, tratamiento 1 (1 cepa) y tratamiento 2
(3 cepas), tomando en cuenta que el volumen de solucién de caldo
peptonado por plantula es de 10 ml y con un tiempo de reposo de
media hora, para permitir que el inéculo de micorriza arbuscular nativa
se adhiera a la raiz. Finalmente fueron trasplantadas en sus

respectivas bolsas de las cuales fueron extraidas.

d. Evaluacion de colonizacion de micorrizas arbusculares

nativas

Se selecciond al azar 5 plantas por tratamiento y testigo, siendo éstas
las muestras para la evaluacion de la colonizacién de las micorrizas
arbusculares nativas en la raiz de la planta. Para realizar la

evaluacion transcurrieron 2 meses después de la siembra.

Se extrajo las plantulas de cacao de la bolsa en las cuales fueron
sembradas, y se elimind todo el sustrato de la raiz a través del lavado
en agua corriente. Después se realizé la medida de altura, cantidad

de hojas, tamano de raiz y cantidad de raices secundarias.
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3.3.2.

Para realizar la evaluacién de colonizacion de las micorrizas
arbusculares nativas se utilizo la técnica de Philips y Hayman (1970)
“Técnica de tincidén y recuento de raices micorrizas”, para ello fueron

utilizadas muestras de raiz en un aproximado de 1 centimetro.
Diseifo experimental

A partir de un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) el
experimento consistira en 2 tratamientos, 2 métodos y cuatro
repeticiones, multiplicando un total de 10 unidades experimentales

con 40 individuos.

Tabla 1. DCA aplicado al experimento

DIRECTA AL SUSTRATO SUMERGIMIENTO DE RAiz

TRATAMIENTO R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4

T T1D-1 | T1D-2 | T1D-3 | T1D-4 | T1S-1 | T1S-2 | T1S-3 | T1S-4
T2 T2D-1 | T2D-2 | T2D-3 | T2D-4 | T2S-1 | T2S-2 | T2S-3 | T2S-4
3.3.3. Evaluacion

3.3.4.

e Crecimiento
La evaluacion del efecto se hizo a partir de mediciones a la plantula
de cacao con variables como altura total (ALT), longitud de la raiz

principal (LRAIZ) y nimero de raices secundarias (NRAIZ).

e Colonizacion

Se cuantificdé el porcentaje de colonizacion con la técnica de
Phillips y Hayman (1970), observando al microscopio 6ptico en 10

segmentos de raiz.
Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizara mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA) y comparaciones de medias de Tukey con a= 0,05
utilizando el programa Minitab version 2015 y SAS version 5.0. (SAS
1985).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Colonizacion de las micorrizas arbusculares nativas en raices

La forma de aplicacion que logré mejor colonizacién de las micorrizas
arbusculares nativas como biofertilizante en plantulas de cacao fue a través
del método de sumergimiento de raiz empleando 3 cepas, obteniéndose 100
% de colonizacién en todas las raices y segmentos, y mayor porcentaje en

los campos evaluados.

Restrepo, Jaramillo y Cotes (2009) también encontraron resultados
favorables al evaluar el efecto de dos microorganismos Trichoderma
harzianum y Pseudomonas fluorescents junto con un consorcio de
micorrizas (producto comercial de micorrizas “Mikorhyze lote C7 conformado
por Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus mosseae,
Glomus manihotis, Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana, en
combinacidn con viruta de pino sobre el control de sarna polvosa
(Spongospora subterranea) en Solanum tuberosum, concluyendo que el

tratamiento en el cual se utiliz6 sumergimiento obtuvo mejores resultados.

Figuras 2 y 3. Vistas microscopicas de colonizacion, método de
sumergimiento (40 X)

En las figuras 2 y 3 se aprecian la vista completa de la colonizacion de las

micorrizas arbusculares nativas usadas como biofertilizantes de Theobroma
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4.2.

cacao L. a través del método de sumergimiento usando 3 cepas,

observandose presencia de hifas del micelio.

Porcentaje de colonizacion de las micorrizas arbusculares nativas en

raices

Se determind el porcentaje de raices colonizadas al que se denomind
extension de la colonizacion y el porcentaje de colonizacion en funcidn al
nuamero de colonias encontradas. Los resultados se muestran en las

siguientes tablas y figuras.

4.2.1. Porcentaje de extension de la colonizacion de las micorrizas

arbusculares nativas en las raices de los plantones de cacao

El porcentaje de raices colonizadas segun los tratamientos realizados se

muestran en la tabla 2 y figura 4:

Tabla 2. Porcentaje de extensién de colonizacion

Tratamiento — Método N° raices N° raices Raices
N° . . evaluadas infectadas infectadas
Caodigo Descripcion * * (%)
1 T1D 1 Cepa - directo al sustrato 50 49 98.00
2 T1S 1 Cepa - sumergimiento 50 50 100.00
3 T2D 3 Cepas - directo al sustrato 50 49 98.00
4 T2S 3 Cepas — sumergimiento 50 50 100.00
5 T Testigo 50 0 0.00

* Segun PHILLIPS y HAYMAN (1970)
** Segmentos evaluados de raices (Anexo 1)

En la tabla 2, se observa que en los dos tratamientos ya sea a través de
inoculacion por sumergimiento y directo al sustrato se ha logrado la infeccién
de casi la totalidad de las raices, notando una ligera inclinacion a través de
sumergimiento, lo cual sefala una excelente colonizacion micorrizica nativa
en la especie de cacao; situacion contraria sefala Ballesteros et al. (2004),
quien al cuantificar el porcentaje de infeccién de raices obtuvo 8 % para

Theobroma cacao presentando los valores mas bajos en su investigacion.
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Figura 4. Porcentaje de extension de colonizacion

En la figura 4, se observa una similitud entre los tratamientos utilizados pero
una gran superioridad de los tratamientos frente al testigo. Infante (2013),
también senala que el nivel de infeccion micorrizica en arboles de pijuayo en
Yurimaguas, Peru fue de 46 % en suelos de textura areno franca y 80 % en

textura franco-arenosa.

A los resultados que se observan en la tabla 2 y figura 4 se hizo un analisis
de varianza para determinar la existencia de una diferencia estadistica
significativa de las medias entre los tratamientos y métodos, descartando el
testigo (Tabla 3):

Tabla 3. Analisis de varianza para los tratamientos

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabili  Valor critico
Variaciones cuadrados libertad cuadrados dad para F
Entre grupos 0.2 3 0.06667 0.66667 0.58467 3.23887
Dentro de los grupos 1.6 16 0.1
Total 1.8 19
a=0.05

La tabla 3, muestra el analisis de varianza, el cual confirma que no existe
significancia estadistica entre las diferencias de las medias de los
tratamientos y métodos, por lo que se puede afirmar que la inoculacion

directa o por sumergimiento son métodos que ejercen resultados similares.
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4.2.2. Porcentaje de colonizacion de las micorrizas arbusculares

nativas en las raices de los plantones de cacao

El porcentaje de colonias contabilizadas de micorrizas arbusculares nativas

en las raices de plantones de cacao segun tratamiento (Tabla 4):

Tabla 4. Porcentaje de colonizacion obtenido

. Tratamiento - método N° Campos  N° Campos .Campos
. . & «« Iinfectadas
Codigo Descripcion evaluadas * infectadas (%)
1 T1D 1 cepa - directa al sustrato 800 390 48.75
2 T1S 1 cepa - sumergimiento 800 656 82.00
3 T2D 3 cepas - directa al sustrato 800 532 66.50
4 T2S 3 cepas - sumergimiento 800 642 80.25
5 TO Testigo 800 0 0.00

** Numero de campos evaluados con infeccion
* Campos de segmentos evaluados de raices (Anexo 1)

En la tabla 4 se muestra el resumen de los resultados de la evaluacion de
colonizacion por plantdén, segmento y por campo evaluado (Anexo 1), se
sefalan 800 campos evaluados, en base 5 plantas por tratamiento y método,
los cuales se han obtenido muestras de 10 raicillas de 1 cm por planta y
habiendo evaluado 16 campos por raicilla (5P*10 raicillas=50*16

campos=800).

Ademas, se muestra que el porcentaje de campos infectados es mayor en el
T1S y T2S, reiterando que el método de sumergimiento de raiz obtiene la
mayor cantidad de campos infectados asi como en la tabla 3 se sefala el
mayor porcentaje de raices infectadas, pero para especies de nogal sucede
presenta una variacion del porcentaje de colonizaciéon que fluctia desde un
13 a 32 % durante los seis meses de muestreo, segun indica Mufioz et al.
(2009), a través de la identificacion y colonizacion natural de hongos
micorrizicos arbusculares en nogal. Ademas, Chacéon y Guerra (2012)
observaron porcentajes de colonizacion micorrizica superiores al 70 % en
Brachiaria decumbens “pasto amargo”, evaluadas dentro de una plantacion

de palma aceitera.
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Figura 5. Porcentaje de colonizacion obtenido

En la figura 5, es facil observar que los tratamientos empleados a través de
meétodo de sumergimiento de raiz sobresalen frente al método de inoculacion
directa, sobretodo es muy evidente notar que el minimo porcentaje de
colonias contabilizadas de micorrizas en las raices de plantones de cacao se

observa en el testigo.

A los resultados obtenidos se aplicé un analisis de varianza para determinar
si es que hay una diferencia estadistica significativa de las medias de los
métodos empleados donde se aplicd micorrizas arbusculares nativas,

descontandose al testigo.

Tabla 5. Analisis de varianza para los tratamientos

Origen de las Suma de  Grados de Promedio de . Valor critico
S , F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 8100 3 2700 9.26482 0.00087 3.23887
Dentro de los grupos 4662.8 16 291.425
Total 12762.8 19
a=0.05

La tabla 5, muestra el analisis de varianza para los métodos respecto al
porcentaje de colonizacién obtenido, confirmando que si hay significancia
estadistica entre las diferencias de las medias de los métodos, por lo que se

puede afirmar que el método de sumergimiento de raiz es el mas adecuado
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4.3.

para obtener el mayor porcentaje de colonizacidn de micorrizas arbusculares
nativas en cacao, lo cual coincide con Monroy et al. (2013), quien reportd
una colonizacion de 47 % a través de inoculacion y 94 % para

sumergimiento en gramineas y leguminosas.

Efecto del tipo de inoculacion de micorrizas arbusculares nativas en el

crecimiento de plantones de cacao
4.3.1. Efecto en el crecimiento en altura

El efecto de la biofertilizacion generado por las micorrizas arbusculares
nativas en el crecimiento de altura del plantéon de cacao se muestra en la

tabla 6 y figura 6:

Tabla 6. Crecimiento en altura de los plantones de cacao

N° TRATAMIENTO - METODO N° DE PROMEDIO DE
cODIGO DESCRIPCION PLANTAS ALTURA (cm)
1 T1D 01 CEPA - DIRECTO AL SUSTRATO 5 24.04
2 T1S 01 CEPA - SUMERGIMIENTO 5 22.48
3 T2D 03 CEPAS - DIRECTO AL SUSTRATO 5 25.02
4 T2S 03 CEPAS - SUMERGIMIENTO 5 21.9
5 T TESTIGO 5 22.64

En la tabla 6, se muestra el promedio de los resultados de la biofertilizacion
en los plantones de cacao (Anexo 2), el cual el método que ha influenciado
en el crecimiento en altura de los plantones de cacao de mayor a menor de
la siguiente manera: T2D, T1D, T1S, T, T2S, al analizar este orden podemos
sefalar que el testigo ha obtenido un promedio en altura incluso mayor que
uno de los tratamientos de sumergimiento, el cual es uno de los mas
adecuados en el porcentaje de colonizacion de micorrizas arbusculares
nativas en las raices, lo que a su vez indica que las micorrizas arbusculares
nativas puede tener importancia en la colonizacion de raices mas no

influencia en el crecimiento en altura.
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Figura 6. Crecimiento en altura de los plantones de cacao

En la figura 6, el crecimiento en altura se ve favorecido segun el tratamiento
y método T2D, resultados similares sefiala Reyes (1998), al evaluar la
actividad de las micorrizas en condiciones de vivero, donde evalué el efecto
de Glomus spp., bacterias, vermicomposta y un testigo en el desarrollo de
plantulas de aguacate, investigacion en la que indico que la altura y diametro
del tallo se favorecieron con los tratamientos de vermicomposta y la

micorriza Glomus.

A los resultados obtenidos se aplicd un analisis de varianza para determinar
si es que hay una diferencia estadistica significativa de las medias. Esto se
muestra en la tabla 7:

Tabla 7. Analisis de varianza para los tratamientos

Origen de las Sumade Gradosde Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 36.6696 4 9.1674 1.43200 0.25999 2.86608
Dentro de los grupos 128.036 20 6.4018
Total 164.7056 24
a=0.05

En la tabla 7, se observa que no hay significancia estadistica para las
medias de los tratamientos y métodos respecto al crecimiento en altura de
los plantones de cacao, resultado similar al obtenido por Barrera et al.

(1999), quien evalué el efecto de la aplicacion de micorrizas y de indculos en
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el desarrollo de plantulas de chachafruto (Erythrina edulis), y observé que en
relacion con la altura, los valores para todos los tratamientos no tuvieron

variacion significativa con respecto al testigo (suelo cafetero).
4.3.2. Efecto en el numero de hojas producidas

El efecto en la produccion de hojas de la biofertilizacion generado por las
micorrizas arbusculares nativas en los plantones de cacao se muestra en la

tabla 8 y figura 7.

Tabla 8. Producciéon de numero de hojas de los plantones de cacao

. TRATAMIENTO — METODO N° DE PROMEDIO N°
cODIGO DESCRIPCION PLANTAS HOJAS
1 T1ID 01 CEPA -DIRECTO AL SUSTRATO 5 7.6
2 T1S 01 CEPA - SUMERGIMIENTO 5 7.8
3 T2D 03 CEPAS - DIRECTO AL SUSTRATO 5 8.6
4 T2S 03 CEPAS - SUMERGIMIENTO 5 8.8
5 T TESTIGO 5 6.8

En la tabla 8 y figura 7, se muestra la produccion del numero de hojas de los
plantones de cacao de acuerdo a la biofertilizacion de micorrizas
arbusculares nativas en el cual se logra demostrar que el promedio de hojas

es similar entre los tratamientos.
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Figura 7. Produccién de numero de hojas de los plantones de cacao
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De acuerdo a la figura 7, se senala que el T2S, presenta una ligera
superioridad en cuanto a la produccion del numero de hojas en plantulas de
cacao, asi mismo en chile ancho inoculado con Glomus intraradices, en
suelo franco arenoso, con bajo contenido de fésforo, se obtuvo incremento
en el numero de hojas, area foliar, frutos y biomasa de raices segun sefiala
(Aguilera et al. 2017). Al mismo tiempo Bashan et al. (2016), sefiala que
entre los microorganismos mas importantes que proporcionan fosforo a las
plantas estan los hongos micorrizicos que presentan asociacion simbidtica

con las plantas como es Glomus intraradices.

A los resultados obtenidos se aplicd un analisis de varianza para determinar
si es que hay una diferencia estadistica significativa de las medias. Esto se

muestra en la siguiente tabla:

Tabla 9. Analisis de varianza para los tratamientos

Origen de las Sumade Grados de Promedio de los . Valor critico
N . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 15.44 4 3.86 1.78704 0.17107 2.86608
Dentro de los grupos 43.2 20 2.16
Total 58.64 24
a=0.05

En la tabla 9, se demuestra lo que se indica en la tabla 8 y figura 7
(resultados similares para todos los tratamientos), por lo que el analisis de
varianza confirma lo publicado por Reyes (1998), al indicar que la
vermicomposta y la multicepa Glomus spp., en plantulas de aguacate,
promovieron mayor numero de hojas, mayor superficie de area foliar y peso
seco de la parte aérea con respecto al testigo, pero no existid significancia

estadistica segun su analisis de varianza.
4.3.3. Efecto en el crecimiento de la raiz

El efecto de la biofertilizacion generado por las micorrizas arbusculares
nativas en el crecimiento de la raiz de los plantones de cacao, se muestran

en la tabla 10 y figura 8:
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Tabla 10. Crecimiento de la raiz de los plantones de cacao

TRATAMIENTO — METODO N° DE LONGITUD
°—— - PROMEDIO DE RAIZ

CcODIGO DESCRIPCION PLANTAS @il
1 T1D 01 CEPA - DIRECTO AL SUSTRATO 5 27.96
2 T1S 01 CEPA - SUMERGIMIENTO 5 25.46
3 T2D 03 CEPAS - DIRECTO AL SUSTRATO 5 27.64
4 T2S 03 CEPAS - SUMERGIMIENTO 5 20.58
5 T TESTIGO 5 18.52

En la tabla 10, se aprecia que el tratamiento T1D y T2D, han logrado mayor
crecimiento en longitud de la raiz, sin embargo también se deduce de éstos
resultados (directo al sustrato y sumergimiento) que la diferencia no es muy
distante entre los mismos, pero en este proceso se acepta que el papel clave
de las micorrizas radica en que las hifas del hongo extienden el campo de
absorcion de la raiz mas alla de la zona normal de agotamiento radicular (en
1-5 mm), y permiten a la raiz incrementar su superficie de absorcién y
explorar un volumen de suelo mayor del que lo hacen las raices no
micorrizadas, concretamente hasta 7 cm de la superficie radicular, sefalado
por Molina et al. (2005).
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Figura 8. Crecimiento de la raiz de los plantones de cacao

En la figura 8, se observa que entre el tratamiento T1D frente al T, hay una
diferencia de 9.44 cm, por lo que se pone de manifiesto lo sefialado por
Molina et al. (2005), quien indica que las raices micorrizadas absorben mas
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eficazmente los nutrientes (fosfatos) que las no micorrizadas y han calculado
que en un centimetro de raiz micorrizada posee unos 80 cm de hifas
externas. Sin embargo, Miyasaka (2003), en estudios realizados concluyo,
que la absorcion mas eficiente por las raices micorrizadas se debe

fundamentalmente a una aceleracion de la disociacion del fosfato insoluble.

A los resultados obtenidos se aplicé un analisis de varianza para determinar
si es que hay una diferencia estadistica significativa de las medias (Tabla
11).

Tabla 11. Analisis de varianza para los tratamientos

Origen de las Sumade  Grados de Promedio de los o Valor critico
= ) F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 363.9224 4 90.98060 3.31144 0.03094 2.86608
Dentro de los grupos 549.492 20 27.4746
Total 913.4144 24

a=0.05

El analisis de varianza admite una significancia entre las medias de los
métodos respecto al crecimiento de la raiz de los plantones de cacao.
Ademas de las explicaciones mencionadas, Alarcon y Ferrera (1996)
reportan que el beneficio no sélo se debe al establecimiento de los hongos
en el sistema radical, sino que también intervienen diversos factores
edaficos y ambientales e incluso de manejo de los agroecosistemas, que
interactuan potencializando la capacidad del hongo para compensar o

superar las funciones de la raiz en la absorcion de nutrimentos y agua.
4.3.4. Efecto en el numero de raices secundarias

El efecto que produjo la biofertilizacion de las micorrizas arbusculares
nativas en el numero de raices secundarias en los plantones de cacao se

muestra a continuacion:

59



Tabla 12. Numero de raices secundarias de los plantones de cacao

TRATAMIENTO - METODO o PROMEDIO
o N° DE
: : PLANTAS RAICES
CcODIGO DESCRIPCION SECUNDARIAS
1 T1D 01 CEPA - DIRECTO AL SUSTRATO 5 100.4
2 T1S 01 CEPA - SUMERGIMIENTO 5 2422
3 T2D 03 CEPAS - DIRECTO AL SUSTRATO 5 174.8
4 T2S 03 CEPAS - SUMERGIMIENTO 5 224.2
5 T TESTIGO 5 73.2

De la tabla 12, podemos sostener lo que sefiala Miyasaka (2003), quien
presenta la longitud, el diametro, el area de superficie y la densidad de
vellosidades de la raiz, como parametros importantes influenciados por las

micorrizas para aumentar los nutrientes tomados por la planta (Anexo 2).

250 242.2 —
(%]
< 200 174.8
(s
<
S
S 150
U 1.00-A
o 004
£ 100 73.2
L
<
o
Z 50

0 =
T1D T1S T2D T2S T
TRATAMIENTOS

Figura 9. Numero de raices secundarias de los plantones de cacao

En la tabla 12 y figura 9 se puede apreciar que el crecimiento de raices
secundarias es mas evidente en el método de sumergimiento como en el
tratamiento 1 y 2, por lo que se puede confirmar que la presencia de
micorrizas arbusculares nativas incrementan el crecimiento de las raices
secundarias, tal y como senala Rajan et al. (2000), al publicar que las
plantas micorrizadas crecen mejor que las no micorrizadas en suelos
infértiles, por producir un incremento en la nutricion mineral a través de las
hifas, quienes ayudan a explorar un mayor volumen de suelo que los pelos

radiculares de las mismas plantas.
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Asi mismo Rojas y Ortufio (2007), indican que las plantas inoculados con
micorriza en combinacion con humus de lombriz y gallinaza (T3, T4, T95)
evaluados en el cultivo de cebolla, permitieron la obtencion de altos
rendimientos y un mayor desarrollo de la planta (mayor altura de planta,
mayor diametro de bulbo, mayor desarrollo radical, mayor vigor y mayor
sanidad de las plantas) en ausencia de fertilizantes quimicos.

A los resultados obtenidos se aplicé un analisis de varianza para determinar
si es que hay una diferencia estadistica significativa de las medias (Tabla
13).

Tabla 13. Analisis de varianza para los tratamientos

Origen de las Suma de Grados de Promedio de E Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados  libertad los cuadrados para F
Entre grupos 110700.56 4 27675.14 22.4250 0.00000037 2.8661
Dentro de los grupos 24682 .4 20 1234.12
Total 135382.96 24
a=0.05

En la tabla 13, muestra la no significancia estadistica entre las medias de los
tratamientos, indicando que los tratamientos son similares estadisticamente
y ninguno es superior sobre el otro respecto al incremento de raices
secundarias, lo mismo sefala Rojas y Ortuio (2007) al no encontrar
diferencias significativas al evaluar micorrizas arbusculares en interaccion
con abonos organicos como coadyuvantes del crecimiento en la produccion

horticola.
4.3.5. Efecto en la produccion de biomasa

a. Efecto en la produccion de biomasa aérea

El efecto que generd la biofertilizacién de las micorrizas arbusculares nativas
inoculadas a las raices de los plantones de cacao en la biomasa aérea que
estuvo conformada tanto por hojas como por tallos del planton fue

cuantificado y se muestra en la tabla 14 y figura 10:

61



Tabla 14. Biomasa aérea producida por los plantones de cacao

. TRATAMIENTO — METODO PESO PESO
cODIGO DESCRIPCION HUMEDO (g) SECO (g)
1 T1D 01 CEPA - DIRECTO AL SUSTRATO 20.33 517
2 T1S 01 CEPA - SUMERGIMIENTO 17.29 4.78
3 T2D 03 CEPAS - DIRECTO AL SUSTRATO 21.73 5.7
4 T2S 03 CEPAS - SUMERGIMIENTO 20.55 5.61
S T TESTIGO 6.58 1.63
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Figura 10. Biomasa aérea producida por los plantones de cacao

En la tabla 14 y figura 10, muestra que la biomasa aérea producida se
encuentra en un rango de 4.7 g a 5.7 g siendo todos superiores en
comparacion al testigo, coincidiendo con Benedetto y Tognetti (2016) donde
el crecimiento de una planta se representa graficamente como un aumento
del peso seco en funcion del tiempo. Este crecimiento como todo proceso
fisiolégico sufre modificaciones debido a los factores ambientales y depende
directamente de la energia liberada durante la respiracién. El area foliar
puede dar una idea del crecimiento de la planta o se puede relacionar con la
acumulacion de materia seca. Por tal razon, la micorrizacion es beneficiosa
al estimular el crecimiento inicial de muchas especies de plantas (Pérez et
al. 2011).

62



Resultados diferentes inferiores fueron los encontrados por Usuga et al.
(2008), quienes reportaron una acumulacion de biomasa aérea de 3.243 g

en plantas de banano como efecto de la micorrizacién y la fertilizacion.

A los resultados obtenidos se aplicé un analisis de varianza para determinar

si es que hay una diferencia estadistica significativa de las medias (Tabla

15):
Tabla 15. Analisis de varianza para los tratamientos
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de . Valor critico
N . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 57.0294 4 14.25735 25.97204 0.000000113 2.86608
Dentro de los grupos 10.979 20 0.54895
Total 68.0084 24

a=0.05

En la tabla 15, evidencia significancia estadistica entre las medias de los
tratamientos para la produccion de biomasa aérea, sin embargo, Reyes
(1998), sefiald que la vermicomposta y la multicepa Glomus spp., en
plantulas de aguacate, promovieron mayor peso seco de la parte aérea con
respecto al testigo, pero no existio significancia estadistica segun su analisis

de varianza.
b. Efecto en la produccion de biomasa de raices

El efecto que generd la biofertilizacién de las micorrizas arbusculares nativas
inoculadas a las raices de los plantones de cacao en la produccién de
biomasa de raices se midid y los resultados se muestran en la tabla 16 y
Figura 11.

Tabla 16. Biomasa de raiz producida por los plantones de cacao

. TRATAMIENTO — METODO PESO PESO
cODIGO DESCRIPCION HUMEDO (g) SECO (g)
1 T1D 01 CEPA - DIRECTO AL SUSTRATO 3.88 1.11
2 T1S 01 CEPA - SUMERGIMIENTO 4.76 1.64
3 T2D 03 CEPAS - DIRECTO AL SUSTRATO 4.24 1.26
4 T2S 03 CEPAS - SUMERGIMIENTO 5.6 1.7
5 T TESTIGO 1.16 0.4
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En la tabla 16, muestra resultados similares a los obtenidos en la biomasa
aérea producida por las micorrizas arbusculares nativas en los plantones de
cacao expresados en la tabla 15, ya que el testigo obtiene el valor minimo.
De igual manera Reyes (1998), reporté un valor de 1.290 g para biomasa
producida por raices siendo un valor menor frente a 3.243 g reportado para

la biomasa aérea obtenido.
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Figura 11. Biomasa de raiz producida por los plantones de cacao

La presencia de micorrizas favorece la produccion de biomasa de raices de
acuerdo a lo que se observa en la figura 11, asi mismo Usuga et al. (2008),
sefiala que la acumulacion de biomasa en términos generales presento un
comportamiento relativamente similar a la asociacion de los hongos a las
plantas de banano. Los resultados indican que el tipo de inéculo y el uso de
materia organica favorecen la acumulacion de biomasa tanto del sistema

aéreo como radical.

A los resultados obtenidos se aplico un analisis de varianza para determinar
si es que hay una diferencia estadistica significativa de las medias, como se

muestra en la Tabla 17.
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Tabla 17. Analisis de varianza para los tratamientos

Grados

Origen de las Suma de Promedio de . Valor critico
N d F Probabilidad
variaciones cuadrados : los cuadrados para F
libertad
Entre grupos 5.4644 4 1.3661 5.57023 0.00352 2.86608
Dentro de los grupos 4.905 20 0.24525
Total 10.3694 24

a=0.05

En la tabla 17, evidencia significancia estadistica entre las medias de los
tratamientos para la produccion de biomasa de raices, confirmando lo

sefalado por Usuga et al. (2008), como se muestra en la Figura 11.
4.3.6. Efecto en la quimica del suelo

La biofertilizacion con micorrizas arbusculares nativas produjo pequenas
variaciones en la quimica del suelo usado como sustrato durante la

investigacion. Estas variaciones se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Influencia de la biofertilizacion en la quimica del suelo

ANTES DE LA DESPUES DE LA
N° el BIOFERTILI- BIOFERTILIZACION
COMPONENTE )
ZACION T1D TS T2D T2S
1 |Potencial de iones 7.03 540 | 534 | 4.83 | 544
hidrégeno (pH)
2 | Materia organica (%) 1.18 030 | 042 | 044 | 0.46
Fosforo (mg P/Kg de suelo) 8.50 22.50 | 16.50 | 14.50 | 15.00
Potasio (mg K/Kg de suelo) 170.00 32.50 | 25.00 | 22.50 | 25.00

En la tabla 18, la biofertilizacion no causo efecto en la materia organica y

potasio.

Estudios similares a los encontrados, sefialé Zulueta et al. (2016), al reportar
que el contenido de nitrégeno en el sustrato final del experimento fue menor
en las plantas inoculadas con el consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares en comparacion con el control sin tratamiento, asi mismo no

hubo diferencia en el contenido de fosforo.
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Sin embargo, en el analisis realizado después de dos meses de evaluacion,
se observd un incremento significativo en los niveles de foésforo, como lo
sefala Zavala (2011), quien afirma que la presencia de las micorrizas
favorece la absorcion del fésforo en plantas que crecen sobre suelos acidos
o de baja a moderada fertilidad. De igual forma Pérez, Rojas y Montes
(2015) indican que los hongos micorrizicos arbusculares pueden interactuar
con otros microorganismos del suelo (en las raices, en la rizésfera y en la
masa del suelo), incrementando la fijacion del nitrégeno, aunque por si solos

no sean capaces de hacerlo.

Montario et al. (2009), describe que dentro de los beneficios mas visibles de
las micorrizas arbusculares, se encuentra la capacidad de los hongos para
estimular en las plantas hospederas un mayor tamafo y produccién de
semillas, a través de la incorporacion de fosforo y otros nutrientes, situacion

favorable en los resultados encontrados en la presente investigacion.

En cuanto a la propiedad fisico-quimica del potencial de hidrégeno, ha
bajado con el uso de micorrizas arbusculares nativas empleadas en esta
investigacion, teniendo un pH inicial de 7.03 y habiéndose regulado en un
rango de 4.33 a 5.55, siendo en estos pH donde hubo alta grado de
colonizacion de acuerdo a los datos estadisticos evaluados.

Podemos decir que las cepas fueron capaces de modificar el pH del suelo
inicial y se puede notar que las modificaciones de los valores del pH del
medio posiblemente tengan que ver con una estrategia de estos hongos
para regular el ambiente en el que se desarrollan, tendiendo a modificar el

pH hacia sus valores 6ptimos de crecimiento.

Cada tipo de hongo puede tener diferentes reacciones en cada valor de pH,
pero la informacion concerniente al pH O&ptimo necesario para el
establecimiento de una simbiosis entre un hongo especifico y las raices de
su hospedero es todavia limitada (Hung y Trappe 1983). El pH del medio de
cultivo afecta el crecimiento de los hongos ectomicorrizégenos (Zak 1973) y
aunque se han registrado datos experimentales que indican un buen
crecimiento a pH desde 3.2 hasta 6.5, el 6ptimo oscila entre 4.5y 5.5 para la

mayoria de los aislamientos probados.
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5.1.

5.2.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

El uso de micorrizas arbusculares nativas favorecid el crecimiento en
plantulas de Theobroma cacao L. durante la etapa de vivero, obteniendo una

respuesta positiva en la acumulacién de materia seca aérea y de raices.

El método de inoculacidn mas eficiente es por sumergimiento usando tres
sepas de la especie Glomus sp., de micorriza logrando un 100 % de

colonizacioén en raices de Theobroma cacao L.

Las evaluaciones preliminares del plantdon de Theobroma cacao L.,
inoculados con micorrizas arbusculares nativas muestran influencia en el
crecimiento de raiz principal y volumen de raices secundarias, atribuyendo

una mayor absorcién de fosforo.

Las micorrizas arbusculares nativas del genero Glomus tienen buena
adaptacién en la inoculacioén y colonizacién en los plantones de Theobroma

cacao L.
Recomendaciones

Promover formas de inoculacion de micorrizas arbusculares nativas, al
alcance del agricultor a fin de emplearlas en las distintas actividades
agricolas, con el propdsito de reducir o evitar el uso de los fertilizantes

quimicos que degradan suelos.

Realizar investigaciones incrementando la variable del tiempo de
sumergimiento con la finalidad de evidenciar en forma adecuada la influencia
de las micorrizas arbusculares nativas en el crecimiento de las plantas de

cacao.

Desarrollar un plan de monitoreo permanente y continuo para analizar la
nutricion mineral del suelo donde se instalen los plantones y evaluar los
cambios en la concentracion de nutrientes en el suelo.
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ANEXO



Anexo 1. Resultados de la evaluacion de colonizacion por planton, segmento y por campo evaluado

TRATAMIENTO

TRATAMIENTO 01: INOCULACION DIRECTO AL SUSTRATO - 1 CEPA (T1D)

N° SEGMENTO 4 5 6 7 8 10 TOTAL
RESULTADO
/CAMPO POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG
V| R16 14 2 7 9 6 10 7 9 7 9 1 15 4 12 8 8 6 10 5 11 | 65 | 95
% R23 15 1 16 0 10 6 10 6 6 10 5 11 4 12 8 8 15 1 7 9 9 | 64
g R26 8 8 10 6 12 4 7 9 4 12 16 0 10 6 6 10 12 4 10 6 95 | 65
E R34 7 9 4 12 6 10 6 10 6 10 | 14 2 9 7 12 4 7 9 0 16 | 71 | 89
©/R45 2 14 | 16 0 8 8 1 15 2 14 | 10 6 2 14 3 13 9 7 10 6 63 | 97
390 | 410
TRATAMIENTO TRATAMIENTO 02: SUMERGIMIENTO - 1 CEPA (T1S)
N° SEGMENTO 4 5 6 7 8 10 TOTAL
RESULTADO
/CAMPO POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG
Y R17 9 7 15 1 14 2 5 11 14 2 15 1 11 5 13 3 14 2 9 7 | 119 | 41
% R110 16 0 13 3 15 1 10 6 14 2 12 4 14 2 8 8 15 1 15 1 132 | 28
g R26 7 9 13 3 9 7 12 4 12 4 8 8 7 9 15 1 11 5 12 4 | 106 | 54
§ R38 15 1 16 0 15 1 16 0 16 0 16 0 16 0 16 0 16 0 14 2 156 | 4
©|R410 16 0 15 1 14 2 15 1 14 2 15 1 14 2 14 2 13 3 13 3 143 | 17
656 | 144




TRATAMIENTO

TRATAMIENTO 03: INOCULACION DIRECTA AL SUSTRATO - 3 CEPAS (T2D)

N° SEGMENTO 4 5 6 7 8 10 TOTAL
RESULTADO
/CAMPO POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG
©|R110 10 6 4 12 0 16 7 9 6 10 | 10 6 8 8 12 4 10 6 7 9 74 | 86
% R28 12 4 12 4 12 4 12 4 6 10 6 10 14 2 14 2 13 3 13 3 114 | 46
g R29 6 10 6 10 6 10 | 11 5 9 7 11 5 10 6 15 10 6 4 12 | 88 | 72
E R34 15 1 15 1 15 1 15 1 7 9 14 2 14 2 15 16 0 14 2 140 | 20
©/ R4S 16 0 16 0 14 2 12 4 8 8 14 2 12 4 4 12 8 8 12 4 | 116 | 44
532 | 268
TRATAMIENTO TRATAMIENTO 04: SUMERGIMIENTO - 3 CEPAS (T2S)
N° SEGMENTO 4 5 6 7 8 10 TOTAL
RESULTADO
/CAMPO POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG
Y| R15 15 1 15 1 15 1 15 1 15 1 15 1 12 4 7 9 11 5 12 4 |132| 28
% R16 15 1 15 1 15 1 9 7 13 3 15 1 14 2 12 4 8 8 6 10 | 122 | 38
g R23 13 3 13 3 13 3 15 1 15 1 14 2 12 4 7 9 14 2 9 7 | 125 35
§ R34 14 2 13 3 14 2 11 5 11 5 14 2 11 5 9 7 8 8 12 4 | 117 | 43
©/R43 15 1 15 1 14 2 15 1 15 1 9 7 16 0 16 0 16 0 15 1 146 | 14
642 | 158
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Anexo 2. Resultados de la biofertilizacion en los plantones de cacao

) LONGITUD RAIZ N° DE RAICES BIOMASA BIOMASA
TRATAMIENTO REPETICION | ALTURA (cm) | oicion cm) | SECUNDARIAS N° HOJAS e e
R16 26.30 23.80 114 8 6.25 1.01
TRATAMIENTO 01: R23 23.40 39.90 82 6 4.18 0.64
INOCULACION DIRECTO AL R2 6 23.00 20.00 98 7 4.91 0.91
SUSTRATO - 1 CEPA (T1D) R34 25.30 26.10 102 9 5.86 1.25
R4 5 22.20 30.00 106 8 4.65 1.74
] ALTURA | LONGITUDRAIZ | N° DE RAICES . BIOMASA | BIOMASA RAiZ

TRATAMIENTO REPETICION (cm) PRINCIPAL (cm) | SECUNDARIAs | N HOJAS AEREA (g) (g)
R17 24.20 26.00 259 7 5.45 1.11
TRATAMIENTO 02: R110 22.50 18.80 203 8 4.31 1.78
SUMERGIMIENTO - 1 CEPA |R2 6 24.70 32.40 276 6 3.94 2.01
(T15) R3 8 18.40 22.10 177 7 5.75 2.27
R4 10 22.60 28.00 296 11 4.45 1.03




) ALTURA | LONGITUD RAIZ N° DE RAICES s BIOMASA | BIOMASA RAiZz
TRATAMIENTO REPETICION (cm) PRINCIPAL (cm) | SECUNDARIAS N"HOJAS AEREA (g) (g)
TRATAMIENTO 03: R110 23.70 29.70 153 9 6.20 2.07
INOCULACION DIRECTO R2 8 26.00 18.00 113 9 6.38 0.71
AL SUSTRATO - 3 CEPAS R29 24.70 32.40 177 6 5.94 1.52
(T2D) R34 21.70 24.70 173 10 4.97 0.85
) ALTURA | LONGITUD RAIZ N° DE RAICES s BIOMASA | BIOMASA RAiZ
TRATAMIENTO REPETICION (cm) PRINCIPAL (cm) | SECUNDARIAS N"HOJAS AEREA (g) (g)
R15 20.20 18.70 213 9 6.61 0.91
TRATAMIENTO 04: R16 25.00 21.90 265 11 4.99 1.64
SUMERGIMIENTO - 3 R2 3 26.20 22.40 213 9 5.89 2.59
CEPAS (T25) R34 22.40 20.20 227 8 5.53 2.05
R4 3 17.70 19.70 203 7 5.03 1.31
) ALTURA | LONGITUDRAIZ | N°DE RAICES s BIOMASA BIOMASA RAizZ
TRATAMIENTO REPETICION (cm) PRINCIPAL (cm) | SECUNDARIAS N"HOJAS AEREA (g) (g)
T2 23.00 18.00 71 8 2.18 0.22
T4 22.40 21.80 76 7 2.58 0.63
TESTIGO (T0) T6 18.50 14.00 62 5 0.95 0.27
TS 22.00 20.80 68 6 1.17 0.39
T9 23.00 18.00 89 7 1.27 0.49




Anexo 3. Panel fotografico

Figura 16. Control de crecimiento Figura 17. Evaluacion de los tratamientos



Figura 18. Raices por inoculacion directa Figura 19. Raices producidas por sumergimiento

Figuras 21 y 22. Preparacion de raices de (Theobroma cacao L.) para proceso de tincién con la

técnica de Phillips y Hayman 1970



maria)

Figuras 25 y 26. Raices de Theobroma cacao L. en solucién de hidroxido de potasio al 10% +

agua destilada al 10%.

Figuras 27 y 28. Raices de Theobroma cacao L. en solucion azul de tripano al 0.05 % a bafio

maria



Figuras 32 y 33. Identificacién de esporas presentes en las raices evaluadas



Figuras 34 y 35. Plantones de Theobroma cacao L. en peso humedo para determinacién de
biomasa foliar y de raiz

Figuras 36 y 37. Plantones de Theobroma cacao L. en peso seco para obtencién de resultado de

biomasa



