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1. INTRODUCCION

En México, el cultivo de café es muy importante; debido a esta actividad se ha
logrado plantear un sistema integral de cadenas productivas, que conduce a la
generacion de empleos y por medio de la cual subsisten muchos pequefios
productores; Alrededor del 80 % de la produccion nacional de café se obtiene de
los Estados de: Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Puebla, Guerrero e Hidalgo
(Santoyo et al., 1995; FIRA, 2003) y alrededor de 30 grupos indigenas estan
involucrados en esta actividad; el grano es considerado uno de los productos
agricolas de mayor importancia econémica, sociocultural y ambiental en el
sentido de su gran importancia ecoldgica (Pérez y Diaz, 2000), ya que alrededor
del 90 % de la superficie cultivada con café se encuentra bajo sombra
diversificada, la cual actia considerablemente como conservadora y promotora

de biodiversidad (Moguel y Toledo, 1999, Giovannucci y Juarez, 2006).

Sin embargo, al ser el café una especie introducida, con poca variabilidad
genética y aunado a las grandes extensiones de monocultivo, ha desarrollado
una gran sensibilidad a enfermedades fungosas principalmente, lo cual ha
perjudicado en gran manera a los agricultores ya que el precio del café ha ido en
declive debido a estos acontecimientos, ademas del gasto que implica el intentar
controlar con agroquimicos como fungicidas, herbicidas y fertilizantes, dejando
una importante huella ecologica negativa contaminando mantos freéticos, suelos
y el aire, razén por la cual, en las Ultimas décadas se ha venido dando un intento
por cambiar las estrategias de produccién agricola que implican el uso intensivo
de energia, maquinaria y sustancias quimicas (Altieri, 1998), tratando de generar

opciones de manejo y aprovechamiento sustentable de la agrobiodiversidad.

En este sentido, se busca tener un sistema integrado de practicas de produccién
vegetal que a largo plazo, satisfaga las necesidades humanas de alimentos,
mejore la calidad ambiental y la base de recursos naturales, de los cuales
depende la economia agricola, sé le dé un uso eficiente a los recursos no
renovables, y aumente la calidad de vida de los agricultores y de la sociedad
(FACTA, 1990).



Una de las alternativas que ha tomado mucha importancia es el control biolégico,
gue consiste en enfrentar plagas con el uso de organismos vivos, el cual es uno
de los factores con mayor importancia dentro de las técnicas de control que se
complementan entre si para el desarrollo del sistema integral de produccién, por
lo cual, como contribucion, para efectos del presente estudio el objetivo de este
trabajo fue evaluar la interaccion biologica entre Orchesella Bifasciata B. orden

Collembola con algunos hongos fitopatdgenos de café.
2. REVISION DE LITERATURA

Los recursos fitogenéticos constituyen la base de la seguridad alimentaria en el
mundo (Jackson 1997). En el caso del café, estos recursos estan conformados
por 125 especies descritas en el género Coffea familia de las Rubiaceas (The
plant list, 2016).

2.1 Centro de origen del café
Las poblaciones silvestres de estas especies se encuentran en estado natural en
Africa tropical o conservadas en condiciones ex situ en diversos bancos de

germoplasma (Anthony et al., 2003).

El centro de origen del café Arabico es Etiopia, pais donde se inicié su cultivo
(Anthony et al., 1999), esto se sabe gracias a que en las areas montafiosas de
este pais y areas vecinas, el café Arabico crece en forma silvestre sobre los 1500
msnm (Leon, 2000).

2.2 Historia de su cultivo

Se estima que se inici6é con su cultivo a principios siglo VIII, teniéndose como un
monopolio de los arabes, con una fuerte expansion hacia Yemen en el siglo XIV,
y hacia el Oriente Medio durante el siglo XV. La primera introduccion de café a
Europa fue en 1706, a partir de la cual se originaron la mayoria de variedades
cultivadas actualmente en el mundo. Las primeras plantas de café introducidas
al continente Americano se dieron a inicios del siglo XVIIl (Anthony et al., 1999)
y a inicios del siglo XIX el cultivo se extendié por toda América tropical (Leon,
2000). Segun estos reportes es posible deducir, que los cafés de Yemen dieron
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origen a dos tipos de café Ardbica: 1) C. arabica var. typica (arabica), y 2) C.
arabica var. Bourbon, de las cuales la primera es cominmente conocida como
café Arabigo, Typica o Tipica, que constituyo la base genética de las primeras
variedades cultivadas en América y Asia; es asi como se concluye que, todas las
variedades cultivadas en América Latina hasta mediados del siglo XX
compartieron la base genética del café Typica (Anthony et al.,1999).

2.3 Cultivo

En México, alrededor del 97% de la produccion de todos los estados cafetaleros
se obtiene de la especie Coffea arabiga y so6lo el 3% de la produccion
corresponde a las otras especies, como Coffea canephora, también conocida
como robusta, la cual se cultiva en zonas bajas de Veracruz, Chiapas y Oaxaca.
Dentro de las variedades de arabigos las que mas son cultivadas en nuestro pais

son: Typica, Caturra y Bourbon, y en menor cantidad Costa Rica.

Por las caracteristicas del cafeto, su produccion esta acotada por un limite
geografico comprendido por los Tropicos de Cancer y de Capricornio,
requiriendose ademas condiciones de clima calido a templado con altos niveles

de humedad y exposicién indirecta al sol (Anthony et al., 1999).

2.4 Causas de las enfermedades en café

Las evidencias sobre el origen del cultivo de café en América Latina pueden
explicar los procesos de erosion genética por los que han pasado las bases
genéticas Typica y Bourbon, dando como consecuencia, que los cultivares
actuales derivados de estos dos grupos genéticos, debido a su reducida base
genética, sean altamente susceptibles a nuevas plagas y enfermedades y

presenten baja adaptabilidad a nuevas condiciones de cultivo (Wilches, 1995).

Aunado a esto, segun Agrios, (2005) cuando se cultivan plantas de manera mas
intensiva por lo general sufren gravemente de ataque por plagas y patdogenos. La

principal causa de las enfermedades en café son los hongos.



2.5 Enfermedades mas importantes en café
2.5.1 Roya del café: Hemileia vastatrix

Hemileia vastatrix es el agente causal de la roya del café, una de las

enfermedades mas severas en América Latina (Avelino y Savary, 2002).

Se encuentra diseminada en todos los paises donde es cultivado el café y puede
causar pérdidas de 10% a 40% (Silva et al., 2006).

H. vastatrix es un hongo parasito obligado que afecta las hojas de las especies
del género Coffea, y se multiplica principalmente a través de uredosporas
(Anthony et al., 2007). Los primeros sintomas de la enfermedad, son pequefias
lesiones amarillentas, aparecen alrededor del punto de penetracién en el envés
de las hojas, con el tiempo se unen y producen las uredosporas que se tornan
color naranja; en el haz se observa manchas cloréticas y finalmente las lesiones
se vuelven necroticas, propiciando la reduccion de la capacidad fotosintética asi
como el debilitamiento de arboles enfermos y en infecciones severas puede
ocasionar muerte regresiva en ramas e incluso la muerte de la planta (Avelino et
al., 1999).

2.5.2 Ojo de gallo: Mycena citricolor

Pertenece a la clase Basidiomycetes, orden Agaricales, familia Agaricaceae. Es
un hongo patégeno, presente en gran parte de la superficie de cultivo de café en
América Latina es causante de la enfermedad conocida como “ojo de gallo”, la
cual tiene la capacidad de infectar desde tallos, hojas, frutos hasta ramas,
principalmente durante las etapas de fructificacion y crecimiento vegetativo del
cultivo (Muller et al., 2004). Los sintomas son, en las hojas pequefias manchas
redondas hundidas, de diferente tamafo (6-10 mm) presentes en ambos lados
de la hoja, las lesiones jévenes presentan un color oscuro y las viejas un color
crema, volviéndose pardo al final, lo cual corresponde al estado avanzado de la
enfermedad, es entonces que el tejido afectado puede desprenderse, dejando
perforaciones en las hojas (Wang y Avelino, 1999, Muller et al., 2004); estas
lesiones ocasionan la caida de las hojas debido al incremento del contenido de

etileno, lo que trae como consecuencia la reduccion considerable del area



fotosintética en las plantas (L6pez, 2001) y consecuentemente ocasiona pérdidas

de cosecha entre 13% y 35%, segun los niveles de infeccion (Muller et al., 2004).

Las condiciones ambientales favorables para la presencia de este hongo son:
humedad alta, exceso de sombra (Fischersworring y Robkam, 2001), elevaciones
sobre los 1200 msnm (Muller et al., 2004), altas precipitaciones, altas densidades
de arvenses, temperaturas bajas, aunque también los cultivos a pleno sol son
sensibles debido al efecto de la desnutricion (GRDE, 2006). Los medios de
transmision son la semilla, el hombre, insectos y otros animales, y localmente es
dispersada por la lluvia y el viento (Fischersworring y Robkam, 2001; GRDE,
2006). Caracteristicas importantes de este hongo son la capacidad de sobrevivir
en tejidos muertos y la facultad de mantenerse inactivo durante los meses de
verano y volviéndose a activar cuando encuentra las condiciones favorables.

2.6 Aspectos generales de las infecciones fungosas

La planta se vuelve mas susceptible al ataque de enfermedades durante la etapa
de produccion, debido a que la mayor parte de los compuestos fendlicos
(metabolitos secundarios sintetizados para defensa) son enviados hacia los
frutos; las condiciones que favorecen el desarrollo de éstas son: una fuerte
intensidad luminica y temperaturas altas, aunque también se ven involucrados
factores como, la resistencia genética, el potencial hidrico del suelo y la humedad
relativa, que seran determinantes para la colonizacion de la hoja por un hongo.
En la zona tropical el desarrollo epidemioldgico del hongo comprende cuatro
fases: desarrollo lento, fase de crecimiento acelerado, infeccion méxima y
descenso. La curva de desarrollo de la enfermedad esta relacionada a cinco
factores principales, la lluvia, la temperatura, la carga fructifera, la época de
cosecha y el in6culo residual (Avelino et al., 1999). La agresividad de la
enfermedad se debe a la abundancia del inoculo y la rapida diseminacion
influenciada por los factores ambientales (Aguilar, 1995). La fuerte defoliacion
causada por las enfermedades se traduce en disminuciones significativas de la
produccion, se ha reportado que con un nivel de infeccién de 68 % hay pérdidas
de produccion de hasta 48 % (Avelino et al., 1999). El control de enfermedades

se basa en el uso de técnicas de erradicacion, que por lo general resultan ser
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medidas costosas como lo es el uso de fungicidas que ademas degradan el
ambiente, la importancia de los patdégenos, orienta hacia la busqueda de
estrategias economica y ecolégicamente viables para el manejo de estas
enfermedades (Muller et al., 2004), por lo cual una alternativa sana y amigable
con el medio la constituye el entendimiento de las interacciones biologicas dentro
del agroecosistema, permitiendo el desarrollo de cada uno de sus componentes.

2.7 Colémbolos

Los colémbolos son pequefios hexapodos, con un tamafio aproximado de 2 mm
de longitud (entre 200 micras y 10 mm), son muy abundantes y habitan en
diferentes ambientes; con frecuencia son registradas densidades de hasta de
mas de 100 000 ind/ m? de suelo (Hopkin, 2002). Existen alrededor de 7800
especies (Bellinger et al.,, 2012), agrupadas en 28 familias, que han sido
registradas en todos los continentes, incluyendo la Antartica. En América han
sido encontradas 1600 especies, de las cuales 900 pertenecen a la regién neo
tropical, agrupadas en 156 géneros y a 23 familias (Vazquez y Palacios, 2004).

Estos organismos se desarrollan en diversos habitats a diferentes eleveciones y
con diferentes temperaturas, tanto en épocas de alta humedad como semisecas
por lo que su presencia puede ser un indicador de que existe mas de una cadena
trofica (Wolter, 1963).

2.8 Morfologia de los colémbolos

El cuerpo de los colémbolos esta cubierto de sedas y con frecuencia de escamas
y tricobotrias, se divide en tres regiones (Jordana y Baquero, 2005):

1) Cabeza, con un par de antenas con cuatro artejos (a veces subdivididos o
anillados y con numerosas sedas y sencillas) y ocho corneolas a cada lado de la
cabeza; algunas especies cavernicolas o de suelos profundos carecen por
completo de ojos. Entre las corneolas y las antenas, puede existir un érgano post-

antenal formado por una o numerosas vesiculas. Las piezas bucales, mandibulas



y maxilas, estan dentro de la cavidad bucal y pueden estar adaptadas para

masticar o picar sus alimentos.

2) Torax, a su vez conformado por tres segmentos, cada uno lleva un par de
patas; las patas estan formadas por: precoxa, coxa, trocanter, fémur y tibiotarso
cuyo apice tiene un pretarso con una o dos sedas, un ungues y por lo general un
apéndice empodial. El tibiotarso de muchos géneros tiene sedas capitadas

llamadas “tenent hairs”.

Abdomen Thorax

‘ Th il

f
Abd VI b .
F 4 Ant Il
Ano Tenaculo ventral ¢

Manubrnio

Ant il

Dentes

Mucron s Ant IV

Figura 1. Morfologia general de colémbolos (Entomobryidae) (Jordana y Baquero, 2005).

3) Abdomen, que puede ser deprimido, o comprimido como pequefos camarones
y constituido por seis segmentos, algunos de ellos pueden estar fusionados
dependiendo de las familias (Hopkin, 2002). EI abdomen lleva un tubo ventral

pegajoso, llamado coléforo, el cual usan para adherirse a superficies lisas y es
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una de sus caracteristicas mas representativas, en el primer segmento también
esta formado por un retinaculo en el tercero que le sirve para fijar la furcula (furca)
cuando esta en reposo, se encuentra en el cuarto segmento. La furcula esta
formada por una parte basal llamada manubrio, un par de dentes en cuyos apices
esta un mucron, su desarrollo varia y las especies que viven en suelos profundos
han perdido la capacidad de brincar y carecen de ella, la abertura genital y la

abertura anal en el quinto y sexto segmento, respectivamente.

Los colémbolos pueden ser blancos, azules, grises, rojos, amarillos y hasta
multicolores. Su cuerpo puede ser alargado, o globoso, depende del grupo al que
pertenecen y el ambiente en que viven. La mayoria respira por medio de la

cuticula y pocas especies tienen traquea.

2.9 Condiciones de vida de los colémbolos

Gregarismo: Algunas especies tienen, en ciertas partes de su vida,
comportamiento gregario, que se cree esta controlado por feromonas producidas
por los adultos y puede estar influenciado por situaciones de estrés por riesgo de

desecacion o por presencia de depredadores (Negri, 2004).

Desarrollo: es ametabolo (o directo), diferenciandose externamente los juveniles
de los adultos Unicamente en el tamafio y en la ausencia de abertura genital. En
caso de aparecer condiciones ambientales adversas, o simplemente unas
determinadas, algunos géneros sufren ecomorfosis, que esta asociada a la
regresion de las piezas bucales y del sistema digestivo, con ocasionales
modificaciones de la cuticula o aparicién de espinas (Christiansen, 1990). Como

el resto de artropodos, mudan para poder crecer.

Reproduccidn: Los colémbolos tienen sexos separados y transferencia indirecta
del esperma, mediante la colocacion por el macho de un espermatéforo en el
suelo (en este caso es recogido posteriormente por la hembra), o directamente
en la abertura genital de la hembra. Algunos géneros sitian el espermatéforo en

el extremo de un pedunculo (Hopkin, 1997). Hay especies en las que se ha



demostrado la partenogénesis, incluso del tipo geografico (Casagnau, 1972) o
producida por Wolbachia (Czarnetzki & Tebbe, 2004).

2.10 Importancia de los colémbolos

Su importancia radica en el papel funcional en los procesos de descomposicion
de la materia vegetal muerta, del ciclo de nutrientes y participacion en la
formacién de las caracteristicas del suelo (Cassagne et al., 2003). Sus heces
tienen influencia en los procesos humicos, también intervienen en la dispersion
de bacterias y tienen un fuerte impacto en las poblaciones de hongos, sin
embargo también forman parte fundamental de la cadena alimenticia siendo
presa de muchos insectos, en particular de hormigas y escarabajos, asi como de
numerosos acaros depredadores, arafias y algunos vertebrados como aves,

ranas y peces (Palacios-Vargas et al., 2000).

Los colémbolos han mostrado tener un potencial como bioindicadores del estado
del medio edéfico, produciéndose cambios cuantitativos y cualitativos en las
poblaciones cuando se dan modificaciones en la situacion de su ambiente o por
disminucién del aporte organico, por ejemplo (Arifio et al., 1992). Se pueden
relacionar con sucesiones ecoldgicas, e incluso en relacion con la Paleontologia,
servir de indicadores de condiciones ambientales, relacionadas, principalmente

con la temperatura y humedad (Bengtsson, 1994; Hopkin, 1997).

2.11 Habitos alimenticios de los colémbolos

Los colémbolos son selectivos entre varias fuentes de alimentos. Los hébitos
alimenticios pueden ser conocidos por la morfologia de las estructuras de su

aparato bucal y el andlisis del contenido intestinal (Wolter, 1963).

Diversos estudios realizados, sugieren que la mayor parte de los colémbolos son
principalmente de habitos fungivoros, (Bardgett et al., 1993; Hopkin, 1997;
Rusek, 1998), es decir su dieta consiste mayormente de esporas y micelios de
hongos, levaduras, bacterias y aunque en menos magnitud pero no despreciable,

también de materia vegetal en descomposicion (Castafio et al., 2004) y existen



algunas especies depredadoras que se alimentan de nematodos, rotiferos y de
otros colémbolos (Palacios-Vargas et al., 2000). Las especies que acostumbran
subir a la vegetacion o que habitan permanentemente en ésta ingieren con mas
frecuencia granos de polen y esporas de hongos (Christiansen, 1964). Gracias
a su alimentacion fungivora, son capaces de influenciar fuertemente el
comportamiento de poblaciones de hongos (Parkinson et. al., 1979; Klironomos,
etal., 1992). La preferencia de ciertas estructuras fangicas, tiene efectos directos,

sobre la actividad y abundancia de las colonias (Hanlon y Anderson, 1979).

Estudios in vitro demuestran que los colémbolos prefieren hongos saprofitos que
micorrizicos (Klironomos y Kendrick, 1996; Jorgensen et al., 2003), y aln mas
que los saprofitos tienen preferencia por los fitopatégenos, sin embargo esta
bdsqueda de los colémbolos hacia los hongos, se ha visto limitada por las
caracteristicas estructurales del suelo, ya que podria haber mas oportunidad de
alimentarse de los saprofitos, que de los fitopatdgenos (Larsen et al., 2004).

2. 12 Estudios realizados sobre la selectividad de los colémbolos en su
alimentacién

Bardgett y colaboradores (1993), realizaron un estudio de prueba de preferencia
de Onychiurus latus orden Colembolla hacia el hongo Marasmius androsaceus y
Mycena galopus ambos presentes en hojarasca de coniferas lo cual resulté en
una reduccion considerable de la actividad de Marasmius androsaceus, Yy

aumento en abundancia la presencia de Mycena galopus.

También, se ha encontrado que el colémbolo Folsomia candida muestra su
selectividad alimentandose sélo de hifas metabolicamente activas (Moore et al.,
1987) y que selecciona las regiones del talo de hongos con alto contenido de N
(Leonard, 1984).

La selectividad desarrollada se debe en gran parte a que los colémbolos buscan
evitar el consumo de toxinas producidas por algunos hongos (Parkinson et al.,
1979); ya que algunas especies de colémbolos localizan y seleccionan hongos,

a partir de los compuestos volatiles que liberan estos hongos (Bengtsson et al.,
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1988). Esto ha sido observado en los cuerpos fructiferos de los basidiomicetos,
micelio y materia organica colonizada, los cuales producen una amplia gama de
compuestos organicos volatiles, asi como compuestos organicos disueltos
(Rotheray et al., 2009).

En otro estudio realizado por Hedlund y colaboradores, (1991), se demostré que
el consumo de Onychirus armatus sobre el hongo Mortierella isabellina inducen
el cambio de hifas: de un crecimiento adpreso a la esporulacion de hifas en forma

de abanico.

Existen muchas otras especies que se alimentan de hongos por ejemplo
Tetrodontophora bielanensis, que tiene preferencia por un amplio espectro de
hongos durante el afio de acuerdo a la disponibilidad de estos en el suelo (Matic
y Koledin, 1985), y ha sido encontrada en ellos actividad enzimatica de amilasas,
laminarinasas, xilanasas, lichenasas, celulasas, y complejo de trehalasas
(Urbasek y Rusek, 1994).
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4. INTERACCION BIOLOGICA ENTRE Orchesella bifasciata
Bourlet y HONGOS EN PLANTAS DE CAFE

BIOLOGICAL INTERACTION BETWEEN Orchesella bifasciata
Bourlet and FUNGI IN COFFEE PLANTS

Abigail Ortiz Mendozal! y JesUs Axayacatl Cuevas Sanchez ?

4.1 RESUMEN

Considerando el importante rol ecoldgico de
los colémbolos en los agroecosistemas con
plantas de café, se llevé a cabo el estudio de
la presencia e interaccion entre Orchesella
bifasciata B. orden Collembola y hongos
aislados de las hojas de dichas plantas, en
cuatro parcelas con diferentes grados de
manejo: monocultivo, convencional, sin
manejo y organico, se colectaron 831
individuos, de los cuales: 12 en la parcela de
monocultivo, 239, en la de manejo
convencional, 280 en la sin manejo y 300 en
la de manejo organico. Se realizaron pruebas
de preferencia con hongos aislados, los
cuales fueron identificados a nivel de género
como, Penicillium, Gliocadium spp 1,
Gliocadium spp 2, Fusarium spp, Alternaria
spp, Pestaloptia spp. Se comprobd que los
individuos ingieren propagulos fingicos de
éstos; posteriormente fueron sometidos a dos
tratamientos con cuatro repeticiones cada
uno, en el tratamiento uno, los colémbolos de
la prueba de preferencia fueron pasados
vivos a cajas con PDA, resultando que O.
bifasciata transporta propagulos fungicos en
su exoesqueleto y cuticula, las cuales
(aungue es poco probable) podrian germinar
si encuentran las condiciones Gptimas en
campo, el tratamiento dos, que consistié en
pasar a los colémbolos desinfestados a cajas
con PDA, resultando que la mayoria de las
estructuras en su tracto digestivo no
fructificaron, a excepcion de Penicillium que
germind en un 99 % en T1y 75 % en T2
Respecto al tipo de manejo, los datos
obtenidos demuestran que éste influye en la
presencia de las familias Collembola en los
agroecosistemas.

Palabras clave: Orchesella bifasciata,
Colembolla, propagulos fangicos.

4.2 ABSTRACT

Considering the important ecological role of
springtails in agroecosystems with coffee
plants, the study of the presence and
interaction between Orchesella bifasciata B.
order Collembola and fungi isolated from the
leaves of these plants was carried out, in four
plots with different degrees of management:
monoculture, conventional, unmanaged and
organic. A total of 831 individuals were
collected: 12 in the monoculture plot; 239,
conventional management; 280, unmanaged
and 300, organic management. Preference
tests were carried out with isolated fungi,
which were identified at the genus level as
Penicillium, Gliocadium spp 1, Gliocadium
spp 2, Fusarium spp, Alternaria spp,
Pestaloptia spp. It was found that individuals
ingest the fungal propagules; They were then
subjected to two treatments with four
replicates each: in treatment one, the
preference test springtails were moved alive
to Petri dish with PDA, proving that O.
bifasciata transports fungal propagules in its
exoskeleton and cuticle, which (although it is
unlikely) could germinate if they found the
optimum conditions in the field; in treatment
two, disinfected springtails were moved to
Petri dish with PDA, resulting in most of the
structures in their digestive tract failing to
fructify, except for Penicillium that germinated
ina99 % in T1 and 75 % in T2. The data
obtained shows that plot management
influences the presence of Collembola
families in agroecosystems
Keywords: Orchesella
Colembolla, fungal propagules.

bifasciata,
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4.3 INTRODUCCION

En México, el café es considerado uno de los cultivos de mayor importancia
econdémica, sociocultural y ambiental en el sentido de su gran importancia
ecolégica (Pérez y Diaz, 2000), ya que alrededor del 90 % de la superficie
cultivada se encuentra bajo sombra diversificada, la cual actla
considerablemente como conservador de biodiversidad (Giovannucci y Juarez,
2006). Sin embargo, ha desarrollado una gran sensibilidad a enfermedades
fungosas principalmente, lo cual ha perjudicado en gran manera ya que el precio
del grano ha ido en declive debido a estos acontecimientos, ademas del gasto
gue implica el intentar controlar con agroquimicos como fungicidas, herbicidas,
fertilizantes (Altieri, 1992; Sarandon, 2002), dejando una importante huella
ecolégica contaminando mantos freaticos, suelos y el aire, razén por la cual, en
las Ultimas décadas se ha venido dando un intento por cambiar las estrategias
de produccién agricola que implican el uso intensivo de energia, maquinaria y

sustancias quimicas (Altieri, 1998), por sistemas de manejo sustentables.

Una de estas técnicas, que tiene mucho impacto y ha tenido mucho éxito es el
control bioldgico, el cual consiste en enfrentar plagas con el uso de organismos
vivos. Se ha demostrado en diversos estudios que los colémbolos son fungivoros,
debido al contenido de nitrégeno que presentan los hongos y que son capaces
de degradar las paredes celulares de algunos de ellos, gracias a un complejo
enzimatico formado por trehalasas, celulasas y quitinasas que contienen en el
tracto digestivo (Berg et al.,, 2004), llegando a impactar fuertemente las
poblaciones de hongos (Lenoir et al., 2007). El presente estudio se realizé para
evaluar la interaccion entre Orchesella bifasciata B. orden Collembola, como
posible consumidor de hongos fitopatdogenos de café, y la influencia que tienen

en ellos el manejo de la parcelas.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

Se realizaron colectas de colémbolos y hojas en parcelas de Santiago Ecatlan,
perteneciente en el municipio de Jonotla, Puebla, ubicado dentro de la Sierra
Norte de Puebla. Los andlisis se realizaron en cuatro parcelas: 1) Monocultivo, 2)
Manejo convencional, 3) Sin manejo y 4) Manejo organico. Las parcelas cuentan
con un suelo franco-arenoso, y alta cantidad de materia organica, y cuentan con
una superficie aproximada de 1.5 ha cada una, las variedades de cafeto utilizadas

en estas parcelas son: Arabigo, Costa Rica, Caturra, ubicadas aleatoriamente.

4.4.1 Colecta de hojas de café para deducir area foliar total y afectada

Por medio del método de muestreo 5 oros, se llevo a cabo la evaluacion de la
severidad de ataque de hongos fitopatégenos en hojas, se tomaron al azar 10
hojas por planta, obteniendo un total de 200 hojas por parcela (SAGARPA, 2013).
Las hojas colectadas fueron escaneadas, y posteriormente por medio del
software GIMP 2, editadas para ser transferidas a ImageJ y poder realizar el
calculo de la superficie total y la dafiada, finalmente los datos se analizaron con

la ayuda del paquete de office Excel 2013.

4.4.2 Colecta de hojas para aislamiento de hongos fitopatégenos

Se tomaron hojas con sintomas visibles de enfermedad, colocandolas en bolsas
de papel para evitar su pudricion; las bolsas fueron transportadas en hielera

debidamente etiquetadas.
4.4.3 Colecta de colémbolos
Se realizé la colecta de colémbolos empleando las siguientes técnicas:
1. Para colectar los colémbolos de las hojas se utilizaron frascos de plastico,
cada vez que se identificé un colémbolo en el envés de la hoja, con mucho
cuidado para que no saltara, fue atrapado haciendo un corte en la hoja, de

modo que sélo quedara una pequefia superficie en donde estaba el

colémbolo, este frasco se sellé con tela tul y ligas, y se transportd en
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hielera, asperjando cada 12 horas para mantener una humedad relativa
alta, asi como también se alimentaron con levadura de cerveza. El tamafio
de la muestra fue de 75 % de la capacidad del frasco utilizado.

2. Se colectaron hojas completas en donde se noté la presencia de
colémbolos en su superficie, introduciéndolas con mucho cuidado en
bolsas de plastico transparente y para evitar la pérdida de humedad fueron
asperjadas y se realizaron orificios para que hubiera buena ventilacion.
Tamafio de muestra, 15 hojas por bolsa.

3. Parafines de corroborar si Orchesella bifasciata B. también se encontraba
en la hojarasca, se colectd (sélo las primeras dos veces), tomando
hojarasca de debajo de las plantas donde se colectaron colémbolos de las
hojas, y colocandola en bolsas de plastico a las cuales se les hicieron
pequefios orificios al igual que se mantenian hiumedas rociando agua

estéril.

Todas las muestras fueron selladas perfectamente y trasladadas en hielera, al

laboratorio.

4.4.4 Fase de Laboratorio

Los analisis fueron realizados en el laboratorio de micro y meso fauna del suelo,
ubicado en el Departamento de Preparatoria Agricola en la Universidad

Autonoma Chapingo.

4.4.5 Preparaciéon del material y medio de cultivo

Se utilizé medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) para la realizacion de las
pruebas con medio de cultivo, preparado bajo las indicaciones del proveedor (39
g/ L) y se esteriliz6 el material asi como el medio de cultivo en un autoclave a 121

°C a 1 atm de presion por 15 min.

4.4.6 Tratamiento a hojas

Sdélo en los casos donde fue necesario, se almacenaron las hojas colectadas en
refrigerador a una temperatura promedio de 3° C por no mas de dos dias. La

19



hojas fueron vistas con ayuda de un estereoscopio marca Zeiss, modelo
Discovery. V8, para detectar el tejido enfermo que presentaba sintomas de
presencia de hongos, una vez identificada la parte afectada se procedio a cortar

en pequefios trozos.

Se desinfestaron los trozos de hoja afectados, por medio del siguiente
procedimiento: Se lavaron con hipoclorito de sodio al 3 % por tres minutos, se
dieron tres enjuagues con agua destilada estéril, se pusieron a secar en papel
absorbente estéril dentro de una campana de flujo laminar. Posteriormente los
trozos fueron colocados en Agar Papa Dextrosa, preparado bajo las indicaciones
del proveedor (39 g/ L), en cajas Petri; las cajas fueron incubadas a 20+1 °C por
10 dias.

4.4.7 Tratamiento a hojarasca

Se utilizaron embudos con la técnica Berlese- Tullgren, basada en fototropismo
negativo, que consiste en aplicar una fuente luminosa que provea calor mientras
gue el embudo contenia hojarasca, debajo un frasco con alcohol 96 ° por 24
horas. El calor provoca que cualquier organismo que se encuentre ahi, busque

el fondo del embudo y caiga al alcohol.

4.4.8 Aislamiento de hongos

Después de la incubacion se procedid a aislar cada uno de los hongos que
mostraron caracteristicas visuales distintas entre si, transfiriendo un trozo de
micelio en cajas nuevas con PDA, se pusieron a incubar con las condiciones
antes mencionadas y se repiti6 dos veces mas el procedimiento anterior, para

asegurar que se contaba con la cepa pura.

Una vez aislados, se realizaron preparaciones semipermanentes con glicerina y
lactofenol, analizados a 10x, 40x y 100x en un microscopio Axiocam ERc 5c,
modelo Lab Al, marca Zeiss, las estructuras fungicas fueron fotografiadas

utiizando el software Zen 2, de la misma compafiia, y posteriormente
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identificados a nivel de genero por medio de las claves para hongos imperfectos
de Barnett y Hunter (1987).

4.4.9 Pruebas de preferencia

Se prepararon 56 cajas Petri con medio PDA que fungieron como receptoras de
los bocados extraidos de las cajas con cada uno de los hongos aislados, se
intercambiaron tres bocados a cada caja receptora, teniendo en cuenta dos
tratamientos, 6 hongos y un testigo con 4 repeticiones para cada uno. Se
incubaron por 48 horas a 21 + 1 °C. Mientras tanto, los colémbolos colectados,
aun con los trozos de hoja, fueron introducidos al congelador a una temperatura
de -5 °C por media hora, para hacer mas facil su manipulacion, haciéndolos mas
lentos, después fueron transferidos a recipientes con yeso humedo previamente

preparados, en donde se mantuvieron en ayuno durante 48 horas.

Una vez pasado el tiempo de incubacién de los hongos sustituidos en PDA y el
de ayuno de los colémbolos, se procedi6 a llevar a cabo las pruebas alimenticias
las cuales consistieron, en nuevamente aletargar a los colémbolos a -5 °C
durante media hora, y transfiriendo a cada caja con hongos sustituidos, 4
individuos, haciendo observaciones, cada hora y registrando, tomando en cuenta
valores como se indica a continuacion: 0= no se acercan a la zona donde esta el
hongo, 1= pasa por encima pero no permanecen, 2= Se queda en la zona donde
esta el hongo, aunque no por mucho tiempo y 3= Pasa la mayoria del tiempo en

la zona donde se encuentra el hongo.

4.4.10 Tratamientos

Transcurrido el tiempo de observacién, se aplicaron los siguientes tratamientos

con cuatro repeticiones cada uno:

Tratamiento 1: Los colémbolos contenidos en las cajas, fueron puestos en un
congelador a -5 °C durante 30 minutos, después de que se encontraban lentos
por el frio, se procedié a transferirlos vivos a cajas con nuevo medio PDA, en el

mismo orden en que se encontraban en las cajas con medio sustituido, se dejaron
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por un dia a temperatura ambiente, los colémbolos fueron extraidos y colocados
en alcohol al 96 % para hacer preparaciones y las cajas fueron incubadas a 21
+1 °C por 5 dias.

Tratamiento 2: Los colémbolos contenidos en las cajas, fueron transferidos a
agua destilada estéril, con el fin de que pudiesen germinar las estructuras
fungicas presentes en el tracto digestivo, luego de esto, fueron puestos en alcohol
al 70 %/ 1 min, posteriormente, en hipoclorito de sodio al 5%/ 1 min, y finalmente
se les dieron dos lavados con agua destilada estéril por 30 segundos cada uno.
Los colémbolos fueron secados con papel filtro estéril; después de esto, fueron
tomados con una pinza de diseccion estéril y transferidos a cajas con nuevo
medio PDA, aplastandolos, para asi poder liberar el contenido intestinal, las cajas

se sellaron con parafilm y se incubaron a 21+1 °C por 5 dias.

4.4.11 Colémbolos con Hemileia vastatrix

Se tomaron en bolsas de plastico transparentes estériles, hojas completas que
en su superficie tuvieran presencia de algan colémbolo, tomando un total de 5
individuos por bolsa, por cuatro bolsas; con mucho cuidado fueron sacadas la
hojas completas procurando dejar dentro de la bolsa los individuos, donde se
mantuvieron en ayuno por un dia, transcurrido el tiempo las bolsas fueron
sometidas a -5 °C/ 45 min y de ahi transportadas en hielera lo mas rapidamente
posible nuevamente a la parcela, en donde se identificaron ramas con hojas con
sintomas visibles por ataque de Hemileia vastatrix y evitando mover a los
individuos que aun se encontraban lentos por el frio, se procedié a
cuidadosamente amarrar la bolsa a la rama, quedando dentro la hoja con
sintomas de roya, asegurandonos de que no quedara orificios en el nudo para
que los coléembolos pudieran escapar, se dejaron ahi por 24 horas, y al otro dia
fueron colectados en alcohol, poniendo una pequefa cantidad dentro de la bolsa
sin abrirla mucho, los colémbolos fueron transportados al laboratorio de micro y

mesofauna, y analizados por medio de preparaciones en liquido Hoyer.
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4.4.12 Montaje de colémbolos en liquido Hoyer

1. Los colémbolos que estaban en alcohol fueron colocados en un portaobjeto
concavo con hidréxido de potasio (KOH) al 5 % / 1 min, con el fin de que se
degradara la quitina del exoesqueleto, pero sin dafiarlo y asi poder tener una

mejor visualizacion del tracto digestivo.

2. Se transfirieron a otro portaobjeto concavo con lactofenol, y con la ayuda de
una pinza tomando el porta objeto se flamed por muy pocos segundos en un
mechero evitando que el lactofenol se calentara mucho, para evitar destruir a los
hexapodos, cuando fue visible el tracto digestivo, fueron puestos, con la ayuda
de una espatula y una aguja de diseccion, en un portaobjetos con liquido Hoyer,
se colocd un cubreobjetos, las preparaciones fueron colocadas en una estufa a

una temperatura de 40 °C durante 5 dias.
4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Cultivos asociados a las plantas de café en las parcelas de Santiago
Ecatlan

Un ecosistema es un sistema compuesto de procesos fisico-quimico-biolégicos
gue se complementan entre si y operan como parte de una unidad, tornAndose
dentro de un equilibrio dinamico y estableciendo una cantidad infinita de
relaciones esenciales; durante el tiempo de colectas se observd que el café se
encuentra asociado con diferentes especies, las cuales coinciden con las que
menciona, Martinez et al., (1995), que entre algunos otros beneficios
intercambiables que realizan entre si, le proporcionan sombra, algunas de ellas,
como el arbol del chalahuite (Inga vera), sangregrado (Cecropia obtusifolia),
pifioncillo (Jatropha curcas), vainilla (Vanilla platiforme), jonote (Heliocarpus
donnell-smithii), chiltepin (Capsicum annum, var. Glabriusculum L.), bambu
(Bambusoideae), mango (Mangifera indica), mamey (Pouteria sapota),
mandarina (Citrus reticulata), pimienta (Pimenta dioica), caoba (Swietenia
macrophylla), xocoyol (Begonia heracleifolia), Ixquihit (Renealmia alpinia).

Se determiné gue el clima en este lugar es calido con tendencia a ser templado,
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con régimen de lluvias en verano, poco oscilante y marcha anual de la

temperatura tipo Ganges (doble irradiancia maxima), es decir, A (C) (w) i'g.

4 5.2 Andlisis de area foliar afectada

De la colecta con el procedimiento de muestreo 5 oros se obtuvieron un total de

200 hojas por parcela.

Cuadro 1. Analisis de area foliar total y afectada

3 Area afectada Porcentaje
Parcela Area total (cm?) ]
(cm?) area afectada
Monocultivo 9826.49 0* 0*
Convencional 9343.48 156.71b 1.67
Sin manejo 8770.28 278.26a 3.17
Organico 9755.36 44.22c 0.45

Tukey, valores con la misma letra no son significativamente diferentes, a=0.05.
*El area fue despreciable por lo cual se prescindi6 del andlisis

4.5.3 Colémbolos colectados

En las colectas se obtuvieron diferentes nimeros de individuos; éstas se llevaron
a cabo durante los meses de agosto y noviembre del afio 2015, y febrero, julio y

noviembre del aflo 2016.
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Figura 2. Colémbolos colectados durante 2015 y 2016.
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Los colémbolos fungen como indicadores bioldgicos, éstos, asociados a otros
factores, reflejan las condiciones de un habitat (Betttiol et al., 2008),
proporcionando informacion sobre una situacién del medio y los cambios que
esta comunidad sufre. En este sentido los resultados obtenidos confirman que
las estrategias de manejo basadas en un alto uso de insumos quimicos afectan
la presencia de las familias del orden Colembolla en la &rea foliar.

4.5 .4 ldentificacién de Orchesella bifasciata

Por medio de caracteristicas morfoldgicas visuales y después mediante el uso de
claves taxonémicas para la Identificacion de algunos géneros de Collembola méas
comunes presentes en México (modificada por Palacios, 1988), y con la ayuda
de un microscopio Axiocam ERc 5c, modelo Lab Al, marca Zeiss, se identificd a
Orchesella bifasciata B., la cual resultd ser la especie mas abundante en las

colectas realizadas.

La determinacion taxonomica es: Reino: Animalia, Phyllum: Arthropoda, Orden:
Collembola, Familia: Entomobrydae, Género: Orchesella, Especie: Orchesella
bifasciata Bourlet. La secuencia fue realizada por Santiago, (2014), obtenida
mediante secuenciacion del citocromo oxidasa de la subunidad , muestra que
esta registrada en las bases de datos del GenBank, con el nUmero de acceso

HG422626.2 la cual indicé una similitud en un 100 % con Orchesella bifasciata.

4.5.5 Hongos aislados y pruebas de preferencia

Utilizando un microscopio Axiocam ERc 5c, modelo Lab Al, marca Zeiss, fue

posible identificar a los hongos, fotografiarlos con ayuda del software Zen 2.

Las estructuras de Hemileia vastatrix encontradas en las hoja infectadas,
colectadas en la parcela sin manejo y convencional, no se lograron observar en
el tracto digestivo de los individuos, sin embargo es muy probable que las haya
consumido, ya que se visualiz6 el tracto digestivo lleno, y se habian mantenido

por un dia en ayuno, aunque, también cabe la posibilidad de que no fuera el
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tiempo suficiente y se tratara de un hongo que ingiri6 antes de que fuera

atrapado.

A pesar de que aun no existen reportes oficiales para la incidencia de algunos de
los hongos aislados en café (Cuadro 1), como es el caso de Pestaloptia,
recientemente en estudios realizados en laboratorio, se ha encontrado alta
incidencia de este (ANACAFE, 2016), reportado como patégeno de otros cultivos,
como Mangifera indica y G. augusta, entre algunos otros, causando sintomas
similares a los de antracnosis, con manchas pequefias y abundantes, circulares
sobre todo el limbo foliar, con el centro café claro, rodeado por areas
concéntricas de color café, que con el tiempo se necrosan; causando el
decaimiento de la planta, notable pequefiez de las hojas, escasa y baja calidad
de floracion, se considera importante seguir indagando si quiza estos hongos han
buscado nuevos hospederos o se trata de una accién derivada de la asociacion
con las otras plantas.

En el caso de las especies de Alternaria, la mayoria son saprofiticas, sin
embargo, algunas especies han adquirido capacidades patogénicas en una gran
variedad de cultivos, causando enfermedades en un amplio rango de huéspedes
(Rotem, 1994) asi como Fusarium spp, este hongo invade las raices causando
pudricion destruyéndolas progresivamente, provoca marchitamiento, clorosis y
caida del follaje, el cafeto pierde su anclaje y el rendimiento baja hasta que
finalmente la planta muere (ANACAFE, 2016).

Por otra parte algunos hongos del género Gliocadium estan reportados como
entomopatdégenos (Castillo et al., 2013), razon por la cual se podria explicar el

bajo porcentaje de acercamiento y el alto de mortalidad durante la prueba.

Los colémbolos, pudieron consumir a los hongos gracias a que presentan un

aparato bucal que les permite consumir las estructuras fungicas (Wolter, 1963).

Las regiones jovenes fueron las preferidas por los individuos de O. bisasciata, ya

gue segun Leonard (1984) son las que contienen un nivel muy alto en N, por lo
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cual podemos deducir que los colémbolos son capaces de hacer una seleccién

de alimento, al encontrar una fuente rica de nutrientes, (Parkinson et al., 1979).

Preferencia alimenticia
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60
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50 .
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40 =@== Pestaloptia
30 =@==Alternaria
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10

Porcentaje de individuos que se acercan
al hongo
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Figura 3. Preferencia alimenticia en cada una de las cepas.

Ademas de hongos saprofitos O. bifasciata, demostré en pruebas in vitro en este
estudio, que también consume fitopatdgenos (Cuadro 3) tal como lo mencionan
Bardgett et al., (1993); Hopkin, (1997); Rusek, (1998). Lo cual confirma que
presenta una amplia preferencia alimenticia (Christiansen, 1964) y que la dieta
de los colémbolos que habitan el follaje, es variable y consiste en su mayoria en
esporas de hongos y levaduras e incluso Lartey et al., (1989) menciona que
cuando se presenta una mezcla de hongos fitopatdgenos y simbidticos, los
colémbolos prefieren a los patdgenos.

La mayoria de las estructuras que se encontraron en el tracto digestivo, no
germinaron. La viabilidad de las esporas es reducida considerablemente, cuando
pasa por los fluidos intestinales, ya que estos pueden dafiarlas, de modo tal que
cuando son expulsadas en las heces fecales se encuentran inactivas (Moody et
al., 1996).

27



Cuadro 2. Porcentaje de germinacion de esporas en los tratamientos.

Porcentaje
de
individuos T1 2
con el
tracto Cepa
digestivo
lleno Porcentaje de germinacion
de esporas (%)
0 Testigo 0 0
96.87 Penicillium 99 75
Gliocadium spp
25 1 50 0
Gliocadium spp
18.75 2 50 0
68.75 Pestaloptia 45 16
77 Fusarium spp 50 14
75 Alternaria spp 10 0

Estos resultados coinciden con lo reportado por Urbasek y Rusek (1994) quienes
mencionan que cuando un hongo, ingresa en el tracto digestivo de un colémbolo,
la mayoria de las estructuras fungicas son dafiadas careciendo de contenido
citoplasmatico. Las estructuras fungicas son fragmentadas al ser expuestas a
grandes concentraciones de enzimas como trehalasa, celulasas y quitinasas
presentes en el intestino de los individuos (Siepel, 1996) (Berg et al., 2004),
segun un estudio realizado por los mismo autores la enzima con mayor incidencia
es la quitinasa, lo cual explica por qué los colémbolos son capaces de digerir las

paredes celulares de hongos.

Sin embargo también existe, aunque mas bajo, pero no despreciable, un bajo
porcentaje de las cajas que mostraron germinacién de esporas, esto puede
deberse a que no todos los hongos tienen el mismo grosor en la pared celular y
puede resultar mas dificil degradar una pared mas gruesa. Segun lo reportado
por Urbasek y Rusek, (1994), la germinacion de algunos hongos del tracto
digestivo se debe principalmente a que, no todo el alimento ingerido por O.
bifasciata es degradado completamente, algunas pocas esporas, principalmente

las mas pequefias pueden pasar intactas (Kilbertus et al., 1981). Aunque, en
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laboratorio tuvieron las condiciones 6ptimas para germinar que quiza no habrian

encontrado en campo.

El porcentaje de mortalidad durante la prueba se debe a diferentes factores: la
edad del individuo al ser colectado, y también el ayuno al que fueron sometidos
los colémbolos, esto ultimo porque quiza se vio obligado a comer del hongo
ofrecido para intentar sobrevivir, ya que aqui solo se ofrecié un hongo a la vez,
en cambio en campo, tienen la posibilidad de elegir y alimentarse del hongo mas

conveniente para su desarrollo y reproducciéon (Benggtsson et al., 1991).
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Figura 4. Mortalidad de individuos durante la prueba de preferencia

Gliocadium no fue consumido por O. Bifasciata sin embargo, este hongo termino
por colonizar el exoesqueleto de los individuos en un tiempo menor a las 48

horas.

El rechazo de O. bifasciata al hongo ofrecido pudo deberse a la deteccién de
metabolitos secundarios producidos por la cepa detectados por estimulos

guimicos emitidos por los individuos (Chapman y Boer, 1995).

La preferencia de ciertas estructuras fungicas, tiene efectos directos, sobre la

actividad y abundancia de las colonias (Hanlon y Anderson, 1979).
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Con respecto al tratamiento dos, los individuos mostraron estructuras fungicas en
su exoesqueleto, sin embargo muy pocas de ellas fueron viables, ya que no son

suficientes para propagar la enfermedad.
4.6 CONCLUSIONES

1. Orchesella Bifasciata consume hongos presentes en parcelas de café, incluso
es un predador de los hongos fitopatdégenos; y destruye la mayoria de los
propéagulos fungicos, al pasar por su intestino quedando inactivas; pudiendo asi

modular la presencia de las enfermedades causadas por estos.

2. Hay mayor presencia de colémbolos en agroecosistemas con un uso de
agroquimicos bajo o nulo; debido a la conservacion de la diversidad de especies
aunada a practicas de manejo ecoldgicas que permiten la presencia de enemigos
naturales como lo son los colémbolos, contribuyendo a disminuir el problema de
plagas, a través de promover los mecanismos de regulacién bidtica y la

autorregulacion del sistema.

Los resultados de esta investigacion muestran, por un lado, la necesidad de
seguir realizando estudios para incrementar los conocimientos sobre el
comportamiento de los colémbolos en los agroecosistemas, ya que, promover
su presencia en los agroecosistemas, podrian ayudar potencialmente a la
reduccion de plagas, y por el otro, la influencia de las practicas de manejo y las

condiciones microambientales sobre la presencia o ausencia de las mismos.
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