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RESUMEN GENERAL
IHONGOS ENDOFITOS EN CAFE PARA EL MANEJO DE Hemileia vastatrix
(Berk. & Br.) DEL SOCONUSCO, CHIAPAS

La roya del cafeto es causada por el hongo Hemileia vastatrix, una de las
estrategias bioldgicas para controlar enfermedades son los hongos enddfitos. En
este estudio se aislaron enddfitos fingicos del tejido foliar del cafeto en tres sitios
altitudinales del Soconusco, Chiapas. Se recuperaron 117 aislamientos de los
cuales 67 cepas se identificaron como Colletotrichum, se evalu6 el potencial
patogénico de estas cepas sobre frutos de mango, las cuales se sometieron a un
analisis de conglomeracion jerarquica obteniéndose 13 agrupamientos, se tomé
una cepa por cada grupo que correspondidé a un tratamiento con cuatro
repeticiones, como testigo negativo se utilizé discos de Agar-agua y como testigo
positivo se utilizé la cepa Colletotrichum (6504). Los datos se evaluaron en un
disefio completamente al azar mediante el Modelo Lineal Generalizado con
distribucion Poisson y funcion de enlace logaritmico, se compararon las medias
ajustadas con Tukey al 5% de significancia. De los resultados se tomaron las
cepas con patogenicidad nulos, las cuales fueron: end11, end43, end01, end85
y end21. De los aislamientos se identificaron a los géneros Xylaria, Fusarium,
Aspergillus, Pestalotiopsis, Stachybotrys, Curvularia, Diaporthe, Daldinia y
Colletotrichum. Se evalué la capacidad antagonista de las cepas enddfitas
esporuladas frente a las uredosporas de Hemileia vastatrix, para conocer la
efectividad de cada cepa, se utilizé la formula de Abbott, los que se mantuvieron
por encima del 50% fueron: la cepa end21, end26, end01, end04, end06, end08,
endll, end12, end93 y end72. La cepa end06 correspondié a Daldinia sp., la
end08 a Diaphorte sp., y el resto a Colletotrichum spp. Las cepas que no
resultaron antagénicas y tuvieron alto grado de patogenicidad fueron end93 y
end72, las cepas antagonicas Y faltaria evaluar su patogenicidad fueron end04,
end06, end08, endl2. Las cepas que resultaron antaglnicas y tuvieron
patogenicidad nulos fueron las cepas end01, end11 y end21.

Palabras clave: Roya anaranjada, control biologico, patégenos, antagonismo,
aislamiento.

1 Tesis de Maestria en Ciencias en Proteccion Vegetal, Departamento de Parasitologia Agricola,
Universidad Auténoma Chapingo

Autor: Alba Leonorilda Solis Pérez
Director de tesis: Dimas Mejia Sanchez
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GENERAL ABSTRACT
2ENDOPHYTIC FUNGI IN COFFEE FOR THE MANAGEMENT OF Hemileia
vastatrix (Berk. & Br.) FROM SOCONUSCO, CHIAPAS.

Coffee leaf rust (CLR) is caused by the fungus Hemileia vastatrix. One of the
biological strategies to control diseases is endophytic fungi. In this study, fungal
endophytes were isolated from coffee leaf tissue at three altitudinal sites in
Soconusco, Chiapas. 117 isolates were recovered, of which 67 strains were
identified as Colletotrichum. The pathogenic potential of these strains on mango
fruits was evaluated. They were subjected to a hierarchical conglomeration
analysis, obtaining 13 groups. One strain was taken for each group that
corresponded to one treatment with four repetitions. Agar-water disks were used
as a negative control and the Colletotrichum strain (6504) was used as a positive
control. Data were evaluated in a completely randomized design using the
Generalized Linear Model with Poisson distribution and logarithmic link function.
Tukey-adjusted means were compared at 5% significance. From the results, the
strains with null pathogenicity were taken. These were labeled end11, end43,
end01, end85 and end2l. The genera Xylaria, Fusarium, Aspergillus,
Pestalotiopsis, Stachybotrys, Curvularia, Diaporthe, Daldinia and Colletotrichum
were identified from the isolates. The antagonistic capacity of the sporulated
endophytic strains was evaluated against the uredospores of Hemileia vastatrix
to determine the effectiveness of each strain using the Abbott formula. Those that
remained above 50% were the strains: end21, end26, end01, end04, end06,
end08, endll, end12, end93, and end72. The end06 strain corresponded to
Daldinia sp., the end08 to Diaphorte sp., and the rest to Colletotrichum sp. The
strains that were not antagonistic and had a high degree of pathogenicity were
end93 and end72. The antagonistic strains and their pathogenicity to be
evaluated were end04, end06, end08 and endl2. The strains that were
antagonistic and had null pathogenicity were end01, end11 and end21.

Keywords: Coffee leaf rust, biological control, pathogens, antagonism, isolation

2 Master of Science Thesis in Plant Proteccion, Department of Agricultural Parasitology,
Universidad Auténoma Chapingo

Author: Alba Leonorilda Solis Pérez
Thesis Director: Dr. Dimas Mejia Sanchez
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1. INTRODUCCION GENERAL
El café en el mundo se cultiva en mas de 80 paises y es un cultivo importante
tanto econdmico como social, ya que es generadora de empleos (directos e
indirectos) y de divisas para el pais. A nivel mundial, el principal productor de café
en 2022 fue Brasil con una produccion de 62.6 millones de sacos de 60 kg,
seguido de Vietnam, Colombia, Indonesia, Etiopia y Uganda. México se posiciono
en el lugar numero diez con 3.84 millones de sacos de 60 kg, con 2.1% de la
produccién mundial (USDA, 2022b).

En México, el cultivo de café se cultiva en 14 estados: Chiapas, Veracruz,
Oaxaca, Puebla, Guerrero, Hidalgo, San Luis Potosi, Nayarit, Jalisco, Colima,
México, Tabasco, Querétaro y Morelos. Chiapas es el principal productor de café
con un volumen de produccién de 378,933.64 toneladas por ha (ton-hal) y un
aporte al total nacional de 36.7% (SIAP, 2023). De acuerdo a la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER), aproximadamente el 35% de la
produccion de café en México es café arabigo de altura (cultivado por arriba de
los 2950 msnm) y el 14% del total de produccion es café Robusta (Coffea
canephora) (USDA, 2022b).

Una de las enfermedades importantes del cultivo que afecta el rendimiento de
granos es la roya anaranjada del café, causada por el hongo Hemileia vastatrix,
la roya es un parasito obligado cuya principal forma de multiplicacién es a través
de las uredosporas; las cuales son reniformes, equinuladas sobre su mitad

superior y lisas ventralmente (Avelino y Rivas, 2013).

Los métodos de control para disminuir la incidencia de esta enfermedad se lleva
a cabo el control cultural, variedades resistentes y el uso de fungicidas; sin
embargo, el uso desmedido de estos productos provoca resistencia sobre los
organismos que se desea controlar y contaminan el ambiente por lo que se opta
por buscar métodos mas amigables con el medio ambiente como el control

bioldgico.



Este método implica el uso de organismos en este caso los hongos enddfitos
(Mejia, 2015). Estos se encuentran en el interior de los tejidos de las plantas, son
productores de metabolitos secundarios y son capaces de ayudar a sus
hospederos a tolerar condiciones bitticas y abidticas como enfermedades, dafios
por insectos plaga, alta salinidad y altas temperaturas (Backman y Sikora, 2008;

Sanchez-Fernandez et al., 2013).

Este tipo de hongos son organismos mutualistas que le confieren beneficios a
sus hospederos, al suprimir el crecimiento y actividades de organismos
patdogenos (Mejia, 2015). El aislamiento y estudio de hongos enddfitos se ha
realizado en plantas medicinales (Gangadevi y Muthumary, 2008), plantas
acuaticas (Zheng et al., 2022), hortalizas (Diaz-Gonzélez et al., 2020), arboles de
importancia agricola como el mango (Vieira et al., 2014), cacao (Mejia et al.,
2008), café (Vega et al., 2010) y otros cultivos.

Estudios realizados en Coffea spp., se han identificado una amplia diversidad de
hongos enddfitos, Santamaria & Bayman (2005) reportaron aislamientos de
Botryosphaeria, Colletotrichum, Guignardia y Xylaria en Puerto Rico; Vega et al.,
(2010) identificaron Colletotrichum, Fusarium, Penicillium y Xylariaceae en
Hawai, México, Puerto Rico y Colombia; Bongiorno et al. (2016) identificaron
Colletotrichum, Trichoderma, Schizophyllum, Mycosphaerella, Cladosporium y
Cercospora en Brasil. EI género cominmente aislado en tejido foliar de café es
el hongo enddfito Colletotrichum (Araujo et al., 2001), este género ha llamado la
atencion ya que se ha asociado a hongos patégenos y causan la enfermedad de
antracnosis que afecta a cultivos como el café, también se ha encontrado como
hongos saprobios (Cao et al., 2019). Algunos autores indican que la colonizacién
endofita pudiera considerarse una importante ruta para el desarrollo de
enfermedades; sin embargo, se han encontrado especies de Colletotrichum spp.,
como enddfitos, con otro estilo de vida en el cual el microorganismo esta activo
dentro del tejido vegetal y establece una interaccion simbiética sin causarle dafio
aparente y sin que haya una expresion de sintomas (Hyde & Soytong, 2008). Los

hongos endoéfitos se reportan en el género Colletotrichum spp., como



mejoradores en el rendimiento de las plantas (Diaz-Gonzélez et al., 2020) como
inhibidor mitético (Gangadevi & Muthumary, 2008), como biocontroladores
(Casas et al., 2021).

Tanto en la zona templada como en la zona tropical se pueden encontrar
diversidad de microorganismos endofitos; sin embargo, en la zona tropical los
estudios realizados hasta ahora son muy pocos, no han sido explorados
minuciosamente y es probable que alli se encuentre la mayor diversidad enddfita
en el mundo (Arnold et al., 2000).

Los hongos endodfitos se han aislado de plantas de café en paises como
Colombia, Hawai (Vega et al., 2010), Puerto Rico (Santamaria y Bayman, 2005),
y el uso de estos hongos para controlar roya del cafeto ha tenido buenos
resultados en Perld (Mamani-Huayhua et al., 2021). Son pocos los estudios
realizados en México sobre el uso de hongos enddfitos como alternativa de
control biologico y para este caso, que inhiba al hongo Hemileia vastatrix,

conlleva a realizar el siguiente trabajo de investigacion.

Se realizaron aislamientos de especies enddfitas de tejido foliar del cafeto, por lo
qgue el objetivo del primer articulo fue evaluar el potencial patogénico de cepas
enddfitas identificadas como Colletotrichum spp., sobre un hospedero alterno que
fue frutos de mango Ataulfo. En estudios previos realizados en otros paises
determinaron especies endodfitas con potenciales antagonistas por lo cual el
objetivo del segundo estudio fue evaluar el potencial antagonista de cepas
endofitas en las zonas cafetaleras de Chiapas, para hallar al menos un hongo
endofito que inhiba a Hemileia vastatrix causante de la enfermedad roya
anaranjada del cafeto.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general
Aislar hongos endéfitos con potencial antagonista en cafetos para contrarrestar

a Hemileia vastatrix (Berk & Br). del Soconusco, Chiapas.



1.2. HIPOTESIS
Los hongos endofitos aislados no tienen capacidad antagonista hacia Hemileia

vastatrix Berk & Br. del Soconusco, Chiapas.

Al menos un hongo enddfito aislado tiene capacidad antagonista hacia el

desarrollo de Hemileia vastatrix Berk & Br. del Soconusco, Chiapas.

El sitio altitudinal no influye sobre la diversidad fungica endofita de cafetales en

la regién Soconusco, Chiapas.

El sitio altitudinal influye sobre la diversidad fangica endofita de cafetales en la

region Soconusco, Chiapas.

1.3.  JUSTIFICACION

En México no se han estudiado a los hongos endofitos como alternativa de control
biolégico sobre el hongo Hemileia vastatrix en plantas de café. Los estudios
realizados sobre aislamientos de hongos endoéfitos en cafetos, esta lo reportado
en Veracruz por Saucedo-Garcia et al. (2014) y en Chiapas por Vega et al.
(2010); sin embargo en cuanto a pruebas de antagonismo de hongos enddfitos
sobre Hemileia vastatrix en plantas de café no se han realizado estudios, hace
falta conocer la importancia de estos organismos y saber aprovecharlos como
método de control bioldgico. Esto conllevé a realizar el siguiente trabajo de
investigacion en donde se realizaron aislamientos de hongos endoéfitos a partir de
tejido foliar de café en tres sitios altitudinales del Soconusco en Chiapas para
hallar cepas con potencial antagonista, que inhiba la germinacion de las
uredosporas de Hemileia vastatrix causante de la enfermedad roya anaranjada
del cafeto. Es importante y necesario ampliar el conocimiento sobre los hongos
enddofitos partiendo de diferentes sitios de muestreo con diferentes variedades de

cafetos, considerando las diferentes regiones y el manejo de la plantacion.



2. CAPITULO I. HONGOS ENDOFITOS EN LA AGRICULTURA: CASO
CAFETO
Los hongos endofitos se encuentran en el interior de los tejidos de las plantas,
son productores de metabolitos secundarios y son capaces de ayudar a sus
hospederos a tolerar condiciones bioticas y abidticas como enfermedades, dafios
por insectos plaga, alta salinidad y altas temperaturas (Backman y Sikora, 2008;

Sanchez-Fernandez et al., 2013).

Este tipo de hongos son organismos mutualistas que le confieren beneficios a
sus hospederos, al suprimir el crecimiento y actividades de organismos
patogenos (Mejia, 2015). El aislamiento y estudio de hongos enddfitos se ha
realizado en plantas medicinales (Gangadevi y Muthumary, 2008), plantas
acuaticas (Zheng et al., 2022), hortalizas (Diaz-Gonzélez et al., 2020), arboles de
importancia agricola como el mango (Vieira et al., 2014), cacao (Mejia et al.,

2008), café (Vega et al., 2010) y otros cultivos.

El uso de los hongos endéfitos como agentes de control biolégico ha cobrado
interés en cultivos de importancia econémica y social como lo es el café arabigo,
como una herramienta para el control de fitopatégenos de gran importancia como
lo es la enfermedad roya anaranjada del café, causada por el hongo Hemileia
vastatrix. La roya causa defoliacion de la planta, disminuye la actividad
fotosintética y por ende la produccion de granos (Schieber y Zentmyer, 1984).

Los hongos endoéfitos se han aislado de plantas de café en paises como
Colombia, Hawai (Vega et al., 2010), Puerto Rico (Santamaria y Bayman, 2005),
y el uso de estos hongos para controlar roya del cafeto ha tenido buenos
resultados en Perd (Mamani-Huayhua et al., 2021). En México los estudios
realizados sobre aislamientos de hongos endofitos solo esta lo reportado en
Veracruz por Saucedo-Garcia et al. (2014) y en Chiapas por Vega et al. (2010),
en cuanto a pruebas de antagonismo de hongos enddfitos en plantas de café no
se han realizado estudios, hace falta conocer la importancia de estos organismos

y saber aprovecharlos como método de control bioldgico. En el presente trabajo



se realiz6 una revision bibliogréafica con el objetivo de mostrar la importancia de

este grupo de microorganismos para el sistema café arabigo-roya anaranjada.

2.1. Metodologia
Se obtuvo informacién de ELSEVIER, Agris FAO, Google Scholar, Redalyc,
SciELO, MDPI, PubMed, Springer Link, BioOne. Para seleccionar los articulos
revisados se tomaron en cuenta las de tipo agricolas, medicinales, bioquimicos,

ambiental y geogréfico.

2.2. El café en el mundo

El aromético grano del café, se cultiva en mas de 80 paises y es la segunda
bebida mas vendida en el mundo. El principal productor de café en 2022 fue Brasil
con una produccion de 62.6 millones de sacos de 60 kg, seguido de Vietnam,
Colombia, Indonesia, Etiopia y Uganda. México se posicioné en el lugar nimero
diez con 3.84 millones de sacos de 60 kg, con 2.1% de la produccién mundial
(USDA, 2022b). En cuanto a exportacion, Brasil fue el principal exportador de
café en ese mismo afio con 36.6 millones de sacos de 60 kg y en cuanto a
importacion la Unién Europea fue el principal importador con 44.5 millones de
toneladas de 60 kg, seguido de Estados Unidos, Japén, Filipinas, Canada, Rusia
y China (USDA, 2022a).

2.3. El café en México
México presenta una superficie sembrada de café de 698,035.69 ha y una
superficie cosechada de 651,920.40 ha; un volumen de produccién de
1,031,761.89 ton. El cultivo de café se cultiva en 14 estados: Chiapas, Veracruz,
Oaxaca, Puebla, Guerrero, Hidalgo, San Luis Potosi, Nayarit, Jalisco, Colima,
México, Tabasco, Querétaro y Morelos. Chiapas es el principal productor de café
con un volumen de produccién de 378,933.64 toneladas por ha (tonha?) y un
aporte al total nacional de 36.7% (SIAP, 2023). De acuerdo a la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER), aproximadamente el 35% de la
produccion de café en México es café arabigo de altura (cultivado por arriba de
los 2950 msnm) y el 14% del total de produccion es de café Robusta (Coffea
canephora) (USDA, 2022b).



2.4. Origen y distribucion de la roya anaranjada
La roya anaranjada es causada por el hongo (Hemileia vastatrix Berkeley &
Broome), el cual es un parasito obligado, el género Hemileia tiene mas de 50
especies, de ellas dos especies pueden afectar al café: H. vastatrix y H.
coffeicola. La principal forma de multiplicaciéon de la roya es a través de las
uredosporas; las cuales se caracterizan por ser reniformes, equinuladas sobre su
mitad superior y lisa ventralmente (Avelino y Rivas, 2013). Fernandes et al. (2009)
indican que las teliosporas y basidiosporas de la roya anaranjada, son genética
y morfolégicamente inestables es decir que no tienen ninguna funcién y que son

solo vestigios.

La roya (H.vastatrix) se observé por primera vez en 1861, en café silvestre, cerca
del Lago Victoria en Africa Oriental; posteriormente en 1869 se encontré en
Ceilan (ahora Sri Lanka) (Schieber y Zentmyer, 1984; McCook, 2006; Avelino y

Rivas, 2013); posteriormente se disperso a otras partes del mundo.

En México, la roya se detect6 por primera vez en el afio 1981, su llegada al pais
fue por Chiapas en el ejido Felipe Carrillo Puerto, del municipio de Tapachula
(Fraire, 1983; McCook, 2009) y posteriormente se distribuy6é a los diferentes
estados productores de café, donde hasta el ciclo productivo 2012-2013, habia
convivido con las plantaciones de café con efectos de bajo impacto pero desde
estos afios la roya ha incrementado su impacto (Herndndez-Martinez y

Velazquez-Premio, 2016).

Desde el primer reporte de la roya anaranjada, se han reportado mas de 49 razas
de este Fitopatogeno, siendo la raza Il, la que presenta mayor incidencia de
enfermedad y la de mayor distribucion a nivel mundial (Gichuru et al., 2012).

2.4.1. Ciclo patoldgico de laroya anaranjada
El ciclo de CLR (roya anaranjada del cafeto) desde la uredospora hasta la
esporulacién, se divide en etapas: 1) primero se lleva a cabo la diseminacion, que
consiste en la liberacién de la uredospora a partir del esporéforo y se deposita
sobre la hoja; 2) seguido de esto, continua la germinacion que marca el inicio del



proceso infeccioso, la penetracion del hongo que le permite establecer relaciones
troficas entre el hongo y el hospedero y la colonizacién de las hifas que inducen
a la presencia de los primeros sintomas (lesiones cloréticas); 3) finalmente se
lleva a cabo la fase de la esporulacion que consiste en la produccién de nuevas
uredosporas infecciosas. Los principales factores que favorecen la dispersion de
las uredosporas son: lluvia (no intensa, porque puede generar lavado de
uredosporas), el viento, la presencia de insectos y movilidad de personas;
mientras que para que se dé la germinacion se requieren: temperaturas de 22°C,
obscuridad, agua libre durante todo el proceso hasta la penetracion y esto se

lleva a cabo en un lapso de 24 a 48 horas (Avelino y Rivas, 2013).

2.5. Control biolégico

El control bioldgico se puede definir como el uso de un organismo para suprimir
las actividades y poblaciones de otro organismo y se ha utilizado para manejar
insectos-plaga, patégenos y malas hierbas (Pal y McSpadden, 2006), el control
biolégico es la manifestacion de interacciones entre la planta (huésped), el
patdgeno, el agente de control bioldgico (antagonista) y la comunidad microbiana.
El control biolégico se caracteriza porque tiene soluciones a largo plazo,
amigables con el medio ambiente (Mejia, 2015). En el caso particular del cafeto
se ha evaluado el control biolégico como estrategia de su manejo ecoldgico y se
han encontrado hongos micoparasitos con potencial para el control bioldgico de
la roya en regiones cafetaleras distintas al sitio de origen de H. vastatrix, un
ejemplo es Lecanicillium lecanii (Avelino y Rivas 2013). En café y cacao se utiliza
el control biolégico aumentativo, el cual implica la deteccion de enemigos
naturales del organismo que se quiere controlar en sitios diferentes a su lugar de
origen y el posterior aumento de los niveles del mismo en areas seleccionadas,
para que los mismos supriman las actividades o poblaciones del organismo a ser
controlado (Mejia, 2015).

2.6. Hongos endoéfitos
El microbioma vegetal es el total de microorganismos que habitan los tejidos

internos (enddfitos) y externos (ectofiticos) de una planta, estos incluyen a los



microhongos y bacterias, que van desde patégenos a mutualistas (Mejia, 2015).
El termino endofito se conoce desde el siglo XIX y fue propuesto por Henrich
Anton de Bary en 1866 (Sanchez-Fernandez et al., 2013). Rodriguez et al. (2008)
definen endoéfito como un microorganismo que vive durante todo o parte de su
ciclo de vida dentro de los tejidos internos de las plantas vivas, sin ocasionar
ningun sintoma o efecto negativo, es decir viven en los espacios inter e
intracelulares de las plantas. Los hongos enddfitos habitan en el apoplasto de la
célula, en los tejidos vasculares y en algunos casos el interior celular de las
raices, tallos y hojas de las plantas (Fontana et al., 2021) pueden ser facultativos,
es decir colonizan las plantas en ciertas etapas de su vida u obligadas que viven

en las plantas durante todo su ciclo de vida.

Hay evidencia de la existencia de la simbiosis planta-hongo endoéfito desde hace
varios afios (Carroll, 1995). Los primeros registros de la presencia de hongos
endofitos, provienen del afio 1898 con los registros de Neotyphodium
coenophialum en los pastos Lolium temulentum, L.arvense, L.linicolum y L.

remontum (S&nchez- Fernandez et al., 2013).

Los hongos enddfitos han mostrado un gran potencial para su uso agronémico y
médico, como controladores biolégicos y sustancias bioactivas (Mejia et al.,
2008). La interaccion con sus hospederos es compleja, ya que puede ser
mutualista y antagonista. Para el primer caso los endéfitos le confieren a la planta
gran potencial adaptativo frente a condiciones adversas que generen estrés, ya
sean de tipo abiotico (salinidad, acidez, sequia y alta temperatura) o biotico
(plagas y patdgenos) (Abello y Kelemu, 2006; Nadeem et al., 2014). Entre los
mecanismos de regulacion propuestos para conferir tolerancia a sequia se
encuentran el aumento del tamafio de las raices y las hojas y la regulacion de la
apertura y cierre de los estomas, acumulacion de osmolitos y la activacion del

sistema de proteccion anti-oxidacién (Ek-Ramos, 2020).

Dentro de las plantas se produce una relacion de antagonismo balanceado, el
cual puede variar de acuerdo a factores ambientales y por la etapa de desarrollo
de ambos organismos; de tal manera que, cuando los factores de virulencia del

9



hongo y la defensa de la planta estan en equilibrio se establece una relacion
enddfita y cuando se presenta la senescencia de la planta o se encuentra bajo
estrés, el balance se va hacia el hongo y es ahi cuando se expresa en forma de
patdégeno, induciendo sintomas de una enfermedad (Sanchez- Fernandez et al.,
2013).

Los hongos enddfitos que habitan en varios compartimentos de las plantas
promueven ampliamente el crecimiento de las plantas a través de mecanismos
directos e indirectos (Waqas et al., 2012). En el mecanismo directo los
organismos endofitos regulan diversas hormonas vegetales como la citoquinina,
etileno y auxinas; ademas, mejoran la disponibilidad de nutrientes del suelo, la
solubilizacion de fosforo, hierro, la produccion de sideréforos y la fijacion de
nitrégeno. ElI mecanismo indirecto se refiere a que los organismos endéfitos
previenen el dafio a las plantas al liberar enzimas, antibiéticos, cianuro de
hidrogeno y compuestos volatiles que inhiben las actividades de los patégenos e
inducen resistencia sistémica (Segaran y Sathiavelu, 2019). También modulan
las fitohormonas del hospedero, como los acidos jasmonicos o salicilico y
desintoxicacién de metabolitos de defensa constitutivos del hospedero (Schulz et
al., 2015).

Estudios realizados por Suebrasri et al. (2020) indican que los organismos
endofitos producen metabolitos promotores del crecimiento de las plantas, como
las enzimas (proteasa, xilanasa, amilasa y celulasa) y acido indol-3-acetico. En
la relacion con su hospedero, el endofito induce el incremento de la tasa de
fotosintesis y la transpiracion, ademas protege al hospedero contra patdégenos
mediante la induccidn de las respuestas de defensa sistémicas y la sintesis de
metabolitos con actividad biolégica, que repelen o propician la muerte de los
organismos plaga (Fontana et al., 2021). Algunos pueden producir nanoparticulas

metalicas que tienen una alta actividad contra varios patdégenos (Naik, 2020).

Algunos géneros de hongos endofitos utilizados como agentes de control
biolégico de enfermedades de plantas son: Colletotrichum, Cladosporium,
Fusarium, Pestalotiopsis, Cordana, Curvularia, Guignardia y Trichoderma (Silva
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et al., 2012; Cui et al, 2021); sin embargo existen géneros de hongos que son
fitopatdgenos y que pueden comportarse como endéfitos como es el caso de
Colletotrichum y sus especies C. tofieldiae (Hiruma et al., 2016), C. siamense
(Munasinghe et al., 2017). C. gloeosporioides (Rabha et al., 2014).

2.7. Mecanismos de defensa
La resistencia en las plantas puede ser definida como la habilidad del hospedero,
para prevenir la colonizacion y desarrollo del patégeno, esta respuesta implica
mecanismos de defensa de la planta de tipo bioquimico o estructural, los hongos
endofitos emplean diversos mecanismos en el control de fitopatégenos
induciendo la resistencia a través de la expresion génica (Adeleke et al., 2022a).
En forma adicional, la presencia de estos microorganismos también pueden
ayudar alas plantas debido a que producen importantes metabolitos secundarios,
como compuestos anticancerigenos (El-Bialy y EI- Bastawisy, 2020),
antifangicos, antidiabéticos e inmunosupresores que inhiben el desarrollo de los
fitopatbgenos (Adeleke y Babalola, 2021). Algunos compuestos como los
terpenoides, policetidos, esteroides, quinonas, flavonoides, alcaloides y péptidos
se han extraido de enddfitos (Latz et al., 2018) y son reconocidos por la planta

huésped.

Las proteinas ricas en Cisteina se secretan como resultado de los procesos de
habitabilidad endofiticos y patégenos para aumentar la compatibilidad de la
planta hospedante, al inducir respuestas fisiologicas y de defensa (Ku et al.,
2020). Algunos estudios mencionan que el estrés ambiental, los cambios
climaticos o la senescencia de la planta pueden facilitar la conversién de
endofitos a patdgenos y también juegan un papel de patdgenos a enddfitos (Cui
et al., 2021).

2.8. Diversidad y distribucidon de los hongos endéfitos tropicales
Los bosques templados y tropicales presentan una gran biodiversidad de plantas
y estas parecen albergar una cantidad significativa de hongos endofitos
(Sanchez-Fernandez et al.,, 2013); sin embargo, la composicion de especies
endofitas es muy diferente entre la zona templada y el tropico. De igual manera,
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las comunidades de los hongos endofitos varian de acuerdo a los estratos dentro
del dosel del bosque (Gamboa-Gaitan, 2006).

Arnold y Herre (2003), mencionan que todas las plantas albergan hongos
endofitos dentro de sus tejidos y que las plantas tropicales tienen el potencial de
desarrollar simbiosis enddfita. Estos microorganismos son una fuente rica de
metabolitos secundarios y presentan una alta diversidad, estructura espacial y
afinidad de hospedante entre endofitos foliares (Santamaria y Bayman, 2005;
Gamboa-Gaitan, 2006). Uno de los taxones endéfitos mas comunes en los
tropicos es el de la familia Xylariaceae y se pueden encontrar en raiz, tallos,
hojas, flores y frutos (Petrini et al., 1995). En cuanto a la distribucién de los
hongos enddfitos en los tejidos vegetales, es posible encontrar diferentes
especies endodfitas en cada uno de los tejidos de una hoja, como en el
parénquima, haces vasculares y dermis (Rodrigues, 1994). En la rizosfera los
endofitos pueden infiltrarse facilmente desde el entorno externo del suelo hacia

las raices de las plantas y colonizarla (Ghaffari et al., 2019).

Los hongos enddfitos aislados con mayor frecuencia incluyen las especies de
Colletotrichum, Cladosporium, Fusarium y Xylaria (Araujo et al., 2001). En
taxones con amplio rango de distribucién como Colletotrichum y Phomopsis,
pueden existir numerosas cepas morfolégicamente variables. En especies como
Gynoxis oleifolia (Asteraceae), se reportan especies enddfitas que son exclusivas
de la raiz y otras que habitan la corteza y las hojas (Gamboa-Gaitan, 2006).
Sanchez-Fernandez et al. (2013) estimaron que debe haber 1.3 millones de
especies de hongos enddfitos por descubrir, se han realizado varios estudios en
las zonas templadas y en las zonas tropicales; sin embargo, los estudios aun son

muy limitados especialmente en las plantas lefiosas.

2.8.1. Forma de transmision
La mayoria de los hongos endoéfitos pertenecen al Phylum Ascomycota aunque
también se han encontrado en Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota
(Sanchez-Fernandez et al., 2013). Estos hongos nunca abandonan a su
huésped, se transmiten verticalmente de padres a hijos a través de semillas
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(Selosse y Schardl, 2007); el enddfito infecta el ovulo de la semilla en desarrollo
y permanece inactivo hasta la germinacion (Oliveira et al., 1996; Lugtenberg et
al., 2016). Otra forma de transmision es la transmisién horizontal, en la cual los
endofitos se transmiten a través de esporas del suelo o del aire (Sanchez-
Fernandez et al., 2013) y comienza cuando los hongos reconocen al huésped
potencial, para posteriormente penetrarlo a través de la epidermis o por heridas

naturales y luego viene la germinacion de esporas.

Los hongos enddfitos se clasifican como Clavicipitaceos y no Clavicipitaceos. Los
hongos enddfitos Clavicipitaceos estan asociados con pastos; pertenecen
filogenéticamente a la familia de los hipocreales, ayudan a proteger las plantas
hospedantes contra los insectos que se alimentan de ellas y su principal
caracteristica es que son simbiontes biotrofos obligados y se transmiten de

manera vertical y horizontal (Arredondo et al., 2020).

Los hongos endofitos no Clavicipitaceos colonizan las plantas vasculares,
helechos, coniferas y angiospermas (Rodriguez et al., 2009).Una de las
caracteristicas mas interesantes de los hongos enddfitos No-Clavicipitaceos, es
la amplia diversidad de especies que se han logrado aislar e identificar. De igual
manera, se han clasificado en tres, principalmente con base en el tipo de tejido
vegetal que colonizan: a) tejidos aéreos y subterraneos, y se transmiten de
manera vertical y horizontal; b) los que Unicamente colonizan tejidos aéreos, y se
transmiten de manera horizontal y c) los que solo colonizan tejidos subterraneos

y se transmiten de manera horizontal (Ek-Ramos, 2020).

Se han reportado que los No clavicipitaceos colonizan tejidos aéreos Yy
subterraneos, se transmiten de manera vertical y horizontal, confieren tolerancia
a valores toxicos de pH, salinidad o temperatura, incluso se ha propuesto que
estos microorganismos, son los responsables de la supervivencia de las plantas

en condiciones extremas (Rodriguez et al., 2009).
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2.9. Nuevos enfoques de los hongos endadfitos en la agricultura
Los enfoques cientificos, tienen un enfoque moderno sostenible en los sistemas
agricolas: la formulacion de bioinoculantes y el uso de pesticidas (Adeleke et al.,
2022b). Los metabolitos secundarios de hongos enddfitos se estan utilizando
para el desarrollo de los agroquimicos, nematicidas, fungicidas, insecticidas, y

herbicidas.

Los hongos endéfitos producen y liberan muchos compuestos efectores como los
antibiéticos, toxinas y metabolitos fungitoxicos, contra patdgenos de las plantas;
ademas inhiben a los patdgenos a través de la produccion de celulasa,

glucanasa, quitinasa y lactonas (Goates y Mercier, 2009).

Algunos estudios realizados sobre los beneficios de los hongos enddfitos son los
realizados por Clay et al. (1993) donde mencionan que en Spodoptera frugiperda
presentd alta mortalidad, cuando fueron alimentadas con Festuca arundinacea
gue contenian el hongo endofito (Acremonium spp), Mejia et al. (2008)
mencionan que del grupo de los hongos endofitos como Colletotrichum
gloeosporioides y Clonostachys rosea, tuvieron efecto sobre Phythophthora sp y
Moniliophthora roreri en plantas de cacao. C. gloeosporioides también ha
mostrado efecto antagonista sobre Alternaria alternata en la planta medicinal
Cornus officinalis (Zhao et al., 2020). El hongo enddfito Piriformospora indica
aislado de una micorriza arbuscular, fue capaz de inducir tolerancia al estrés
salino en plantulas de cebada (Waller et al., 2005), este mismo hongo mejoré la
calidad de frutos de naranjos y las propiedades del suelo en China (Cheng et al.,
2022). Por otro lado el hongo endofito Acremonium alternatum controla el dafio
causado por la polilla Plutella xylostella en Phaseolus vulgaris e induce
resistencia contra Leveillula taurica en tomates (Kasselaki et al.,, 2006).
Penicillum indica puede regular la produccion de fitohormonas y contribuye al
crecimiento de las raices en cultivos como la cebada y el tabaco. El hongo
endofito Acremonium alternatum controla el dafio causado por la polilla Plutella
xylostella en frijoles (Lu et al., 2022). Ek-Ramos et al. (2013) sefialo que el hongo

Phomopsis (endéfito de algodon) reduce la actividad herbivora de la oruga en la
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planta de algodén. Un ejemplo mas sobre la interaccion de los hongos enddfitos
hacia las plantas es Piriformospora indica, que es capaz de inducir resistencia
contra Fusarium oxysporum en Musa spp., esto al aumentar las enzimas
antioxidantes (Cheng et al., 2020), en otro estudio Fusarium oxysporum de la
cepa EF119 actué como agente de biocontrol para las plantas de tomate contra
oomicetos como Phytophthora infestans (Kim et al., 2007). Rabha et al. (2014)
mencionan el efecto antagonista de C. gloeosporioides aislado de Camellia
sinensis, contra los patdgenos del té Pestaloptiopsis theae y Colletotrichum

camelliae (Douanla-Meli et al., 2013).

Algunos enddfitos utilizados como biofertilizantes son las especies del género
Epichloé (Kauppinen et al., 2016); en condiciones de alta salinidad, el enddfito
Epichloé bromicola, aumenta la tolerancia de la cebada silvestre (Hordeum
brevisubulatum) al estrés al aumentar la capacidad de la germinacion y el

crecimiento de las semillas (Wang et al., 2019).

2.10. Hongos enddfitos en plantas de café
Los primeros estudios de hongos enddfitos en café fueron reportados por Rayner
en 1948 y desde entonces se realizaron muchos mas; sin embargo los estudios
referentes a antagonismo son pocos. En Coffea spp. los hongos enddfitos se
transmiten horizontalmente (Rodriguez et al., 2009) y se han aislado algunos
hongos enddfitos a partir de frutas, hojas, raices y semillas.

Los estudios realizados en Coffea spp. han permitido identificar una amplia
diversidad de hongos enddfitos. Santamaria y Bayman (2005) reportaron
aislamientos de Botryosphaeria, Colletotrichum, Guignardia y Xylaria en Puerto
Rico a partir de tejidos foliares. Vega et al. (2010) identificaron a Colletotrichum,
Fusarium, Penicillium y miembros de la familia Xylariaceae en Hawai, México,
Puerto Rico y Colombia. Bongiorno et al. (2016) identificaron a Colletotrichum,
Trichoderma, Schizophyllum, Mycosphaerella, Cladosporium y Cercospora en
Brasil. En la especie Coffea arabica los géneros mas comunes que se han aislado
son: Colletotrichum spp., Xylaria spp., y Guignardia (Santamaria y Bayman,
2005). En un estudio realizado por Lu et al. (2022) aislaron hongos enddfitos en
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plantas de café en Chinay el género mas abundante fue Colletotrichum spp., otro
estudio realizado por Oliveira et al. (2014) en Brasil en donde realizaron
aislamientos y encontraron una diversidad de hongos enddfitos entre las méas

abundantes fueron Colletotrichum gloeosporioides y Phyllosticta capitalensis.

El uso de hongos endoéfitos como agentes de control biolégico en café es
reducido; Mamani-Huayhua et al. (2021) reportaron el uso de cepas de hongos
endofitos para reducir la incidencia y severidad de la roya anaranjada del café
(Hemileia vastatrix); en forma similar Kapeua-Ndacnou et al. (2023) reportaron el
aislamiento del género Clonostachys y su potencial como antagonista sobre roya

anaranjada.

La proteccion de enfermedades ocurre al suprimir y reducir los niveles de
infeccion (Fontana et al., 2021). Un dato importante sobre los hongos endéfitos
es que muchos no pueden ser identificados por aspectos morfolégicos ya que
algunos no esporulan o no hay especies descritas (Petrini et al., 1995) por lo cual
es necesario el uso de las técnicas moleculares que permiten detectar cantidades
de hongos endofitos que dificilmente pueden ser encontradas con los métodos

tradicionales de aislamiento.

2.11. Conclusion
Los microorganismos enddfitos presentan un potencial para la bioproteccion de
las plantas, sin causar un impacto negativo al ambiente que busca un desarrollo
de agricultura sostenible. En el cultivo de café, existen pocos estudios al respecto,
por lo cual es necesario impulsar investigaciones con énfasis para el manejo de

la roya del café.
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3. CAPITULO Il. RESPUESTA PATOGENICA DE CEPAS ENDOFITAS
DE Colletotrichum spp. AISLADAS DE CAFETOS SOBRE FRUTOS
DE MANGO
Pathogenic response of endophytic strains of Colletotrichum spp. Coffee

plants isolated on mango fruits

3.1. Resumen:

Los hongos enddfitos son microorganismos que viven dentro del tejido vegetal
sin afectar a su hospedero. En este estudio se obtuvieron 117 aislamientos de
hongos endofitos de plantas de café; el género con mayor predominancia fue
Colletotrichum con 67 aislamientos. Dentro de este género existen diferentes
especies reportadas como fitopatdogenos, por ello se evalué su potencial
patogénico frutos de mango Ataulfo. Con base en sus caracteristicas de
morfologia de colonia, se agruparon mediante un analisis de conglomeracion
jerarquica obteniéndose 13 grupos, se selecciond un aislamiento por cada grupo.
De cada uno de los aislamientos, se tomaron discos de crecimiento miceliar (0.5
cm de diametro) y se inocularon sobre la superficie de los frutos de mango; se
utilizaron cuatro repeticiones por tratamiento. Como testigo negativo se utilizaron
discos de Agua-Agar (0.5 cm de didmetro) y como control positivo se utilizaron
discos de la cepa 6504 (Colletotrichum gloeosporioides), identificada y reportada
como patégeno en el fruto de mango. El estudio se realiz6 bajo un disefio
experimental completamente al azar y los datos se analizaron mediante el Modelo
Lineal con distribucion Poisson y funcion de enlace logaritmico, se compararon
las medias ajustadas con el método de Tukey al 5% de significancia. Los
aislamientos end11, end43, end01, end85 y end21 no mostraron patogenicidad
en los frutos de mango inoculados; de ellos, end11, end01 y end21 son sefialadas
por mostrar antagonismo a H. vastatrix en un estudio previo.

Palabras clave: cepas, conglomeracion, patogenicidad, aislamiento,
antagonismo

3.2. Abstract

Endophytic fungi are microorganisms that live within plant tissue without affecting
their host. In this study, 117 isolates of endophytic fungi from coffee plants were
obtained. The genus with the greatest predominance was Colletotrichum with 67
isolates. Within this genus there are different species reported as
phytopathogenic, for this reason the pathogenic potential of Ataulfo mango fruits
was evaluated. Based on their colony morphology characteristics, they were
grouped by means of a hierarchical conglomeration analysis, obtaining 13 groups.
One isolate was selected for each group. Mycelial growth discs (0.5 cm in
diameter) were taken from each of the isolates and inoculated on the surface of
the mango fruits. Four replicates per treatment were used. Agua-Agar discs (0.5
cm in diameter) were used as a negative control and strain 6504 (Colletotrichum
gloeosporioides) discs, identified and reported as a pathogen in mango fruit, were
used as a positive control. The study was carried out under a completely
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randomized experimental design and the data was analyzed using the Linear
Model with Poisson distribution and logarithmic link function. The adjusted means
were compared with Tukey's method at 5% significance. The endl1l, end43,
end01, end85 and end21 isolates did not show pathogenicity in the inoculated
mango fruits; of them, end11, end01 and end21 are reported to show antagonism
to H. vastatrix in a previous study.

Keywords: strains, endophytes, pathogenicity, isolation, antagonism.

3.3. Introduccion

El cafeto es uno de los cultivos importantes en México ya que 511,000
productores y sus familias dependen econdmicamente de la cosecha del café
(SADER, 2023). Una de las enfermedades importantes de este cultivo es la roya
anaranjada, causada por el hongo (Hemileia vastatrix) que provoca la caida de
las hojas y disminuye la produccion de granos (Avelino y Rivas, 2013). Para
controlar la enfermedad se emplean practicas culturales, uso de variedades
resistentes y uso de los productos fungicidas (Arneson, 2000); sin embargo se
necesitan métodos eficientes y amigables con el medio ambiente como el control
biolégico, el cual implica el uso de organismos, como los hongos endoéfitos (Mejia,
2015).

Los hongos endofitos son parte de la comunidad microbiana que se encuentran
internamente asociados a tejidos sanos de las plantas (Carroll, 1995). Existen
reportes de su presencia en zonas templadas y tropicales, siendo esta Ultima
zona de menor exploracion y con ello mayor probabilidad de encontrar mayor

diversidad de estos microorganismos en el mundo (Arnold et al., 2000).

Se ha reportado que los organismos endofitos muestran interacciones
simbidticas con la planta huésped, como proteccion ante plagas y enfermedades
(Abello y Kelemu, 2006), tienen la capacidad de producir metabolitos
secundarios, promueven el crecimiento de las plantas y reducen el efecto de
hongos Fitopatdégenos (Waller et al., 2005) por lo que pueden ser importantes

agentes de control biologico.
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En el cultivo de café, se han aislado diversos hongos endofitos (Vega et al., 2010;
Santamaria y Bayman, 2005 y Lu et al., 2022), dentro de los cuales el género
Colletotrichum es el mas comun (Araujo et al., 2001). Al género Colletotrichum
se le reconoce principalmente como Fitopatégeno, causal de la antracnosis que
afecta a diferentes cultivos tropicales y también se ha encontrado en hongos

saprofitos (Cao et al., 2019).

Aunque la colonizacion enddfita pudiera considerarse una importante ruta para el
desarrollo de enfermedades, algunas especies enddfitas de Colletotrichum se
han encontrado con otro estilo de vida, en el cual el microorganismo esta activo
dentro del tejido vegetal y establece una interaccion simbidtica sin causarle dafio
aparente y sin que haya una expresion de sintomas (Hyde y Soytong, 2008). Los
hongos endofitos del género Colletotrichum se reportan como mejoradores en el
rendimiento de las plantas (Diaz-Gonzélez et al., 2020), inhibidores mitéticos

(Gangadevi y Muthumary, 2008) y como biocontroladores (Casas et al., 2021).

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad patogénica de aislamientos
endofitos de Colletotrichum spp., obtenidos de hojas de café y probados en frutos

de mango variedad Ataulfo.

3.4. Materiales y Métodos

3.4.1. Sitio de estudio y muestreo
En los meses de enero- junio del afio 2022, se obtuvieron 117 aislamientos de
hongos enddfitos a partir de hojas de café, las colectas se realizaron en tres sitios
altitudinales (1625, 1400, 590 msnm) de la regién Soconusco, Chiapas, México.
Las muestras se procesaron en el laboratorio de Fitopatologia del Campo
Experimental Rosario Izapa perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) con sede en Tuxtla Chico, Chiapas.

3.4.2. Aislamiento e identificacién
Los aislamientos obtenidos de las hojas de café se identificaron mediante las
caracteristicas macroscopicas que presentaron las colonias (color del micelio,

textura, color de la colonia, por enfrente y por el reverso de la placa) y por
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caracteristicas microscopicas de estructuras vegetativas y reproductivas; se
utilizaron claves taxondmicas (Ellis, 1976; Barnett y Hunter, 1998 y Ellis et al.,

2007) para su identificacion.

3.4.3. Seleccion de cepas de Colletotrichum spp
La seleccion de cepas de Colletotrichum a utilizar en el presente estudio, se
realizd por medio de un conglomerado jerarquico en el software estadistico
InfoStat, 2022, en donde se consideraron valores cualitativos: color del frente
(CF), reverso (CR) y centro de la placa (CC), Textura del micelio (T), masa
conidial (MC), esporulacion conidial (EC) y Bordes de la colonia (B).

3.4.4. Pruebas de patogenicidad de cepas de Colletotrichum spp

Para realizar las pruebas de patogenicidad de las cepas de Colletotrichum spp.
se adapto la metodologia descrita por Nieto-Angel et al. (2019). Todos los frutos
mostraron inicios de cambio de coloracién verde-amarillo, que corresponde a la
escala 801 de la BBCH (Biologische Bundesantalt, Bundessortenamt and
Chemische Industrie) (Rajan et al., 2011), al momento de ser cosechados. Los
frutos se llevaron a laboratorio donde se lavaron con solucion jabonosa, después
se desinfestaron con una solucion de hipoclorito de sodio 1.5% por 2 minutos y
posterior triple lavado en agua esterilizada durante 1 minuto por cada ocasién
(Pinzén et al. 2013).

Los frutos se colocaron sobre sanitas esterilizadas y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Sobre la parte media distal de la cascara de cada fruto se
realizaron cuatro heridas (0.5 mm de profundidad, dos en cada extremo) con el
uso de una aguja esterilizada y sobre cada una de ellas se coloco un disco (0.5
cm de diametro) de crecimiento miceliar de una de las cepas de Colletotrichum
spp. Como testigo negativo se utilizaron discos de agua-agar y como testigo
positivo se utilizaron discos de crecimiento miceliar de la cepa 6504 de
Colletotrichum spp., previamente evaluada como patdégena en frutos de mango.
Cada cepa inoculada correspondié a un tratamiento y se consideraron cuatro
repeticiones; el experimento se repitié dos veces y se evalué mediante un disefio

completamente al azar. Los frutos inoculados se colocaron en charolas plasticas
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acondicionadas con sanitas humedas esterilizadas. Los frutos se incubaron a
temperatura ambiente (25+ 2°C) con periodos de 12 horas luz y 12 horas de
oscuridad, por un periodo de 10 dias. La patogenicidad de los aislamientos se
determiné a través de la evaluacion diaria del crecimiento radial de las lesiones

en las zonas inoculadas.

3.4.5. Analisis estadistico
La severidad de las cepas enddfitas se analizO mediante el Modelo Lineal
Generalizado, previo ajuste a una distribuciébn exponencial; se utilizd como
funcién de distribucién la Poisson estandar y como funcion de enlace logaritmico
(Link=Log), posteriormente se realiz6 la comparacion de las medias ajustadas
por minimos cuadrados (LSMeans, Tukey, a=0.05), con el uso del programa SAS
version 9.4 (SAS, 2022).

3.5. Resultados y Discusién

3.5.1. Aislamiento e identificacion
De un total de 600 incubaciones de tejidos realizados, se observaron 431 tejidos
con crecimiento miceliar, de las cuales se obtuvieron 117 aislamientos y de estas
67 cepas correspondieron al género Colletotrichum spp., el cual fue el género con
mayor predominancia. Resultados similares fueron reportados por Santamaria y
Bayman (2005), Vega et al. (2010), Oliveira et al. (2014), Bongiorno et al. (2016),
quienes sefialan a Colletotrichum como un hongo frecuentemente aislado como
endofito en plantas de café. Este género también se ha reportado de manera
frecuente como enddfito en plantas de Acai palm (Peters et al., 2020) y Phaseolus

vulgaris (Gonzaga et al., 2014).

3.5.2. Seleccién de cepas de Colletotrichum spp.
En el analisis de conglomerado jerarquico se obtuvieron 13 agrupamientos y de
cada uno de ellos se seleccion6 un aislamiento, las cuales fueron la end93,
end106, end111, end79, end77, end72, end89, end21, end116, end43, endl11,
end85 y end01 (Figura 1).
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Figura 1. Andlisis de conglomeracion jerarquica, formando 13 agrupamientos de 67 cepas endéfitas de
Colletotrichum spp. End (endofito)
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3.5.3. Pruebas de patogenicidad de cepas de Colletotrichum spp., sobre
frutos de mango Ataulfo

El desarrollo de las lesiones o manchas fue visible después de las 72 h del
proceso de inoculacion de los frutos; las lesiones fueron de color café obscuro,
con bordes mas o menos circulares y ligeramente hundidos. Durante el primer
experimento, los tratamientos que generaron los mayores diametros de lesion
correspondieron al Control positivo y las cepas end93, end106 y endl11l,
mientras que los tratamientos con menor tamafio de lesion generada fueron el
testigo negativo y la endll, end85 y end0Ol1 (Cuadro 1). En el segundo
experimento los tratamientos que generaron mayor tamafio de lesion fueron
end72, end89, end116 y el Testigo positivo; los tratamientos que mostraron el
menor tamafio de lesion fueron la end85, end21, end01, end43, endll y el
Testigo negativo (Cuadro 2). La variabilidad de respuesta de los aislamientos
endofitos de Colletotrichum observados en el presente estudio es similar a lo
reportado por Zheng et al. (2022), quienes sefialan respuestas de infeccién de
30-70% en aislamientos enddfitos de Colletotrichum obtenidos de plantas
acuaticas y evaluados en frutos de tomate, fresa, uva, mandarina y arandano; de
igual manera Azuddin et al. (2022) y Azuddin et al. (2023) reportaron diferente
capacidad de respuesta patogénica de aislamientos endofitos de Colletotrichum
al ser inoculados en hojas de mango (Azuddin et al. 2022) y frutos de chile y
tomate (Azuddin et al., 2023). Savatin et al. (2014) mencionan que las heridas
aceleran la entrada de los aislamientos endéfitos en el huésped, lo que
demuestra en este estudio el crecimiento acelerado de algunas cepas endéfitas
sobre el fruto de mango. Sin embargo, existen también reportes de aislamientos
endofitos de Colletotrichum obtenidos de Eupatorium triplinerve y que no
manifestaron sintomas después del proceso de inoculacion en hojas de
albahaca, mango, ayapana, chile, tomate y cafia de azlucar (Mukherjee et al.,
2022). En el presente estudio los aislamientos endl1l, end43, end01 y end85
mostraron el menor desarrollo de lesiones en los puntos de inoculacion de los
frutos de mango en los dos experimentos, este comportamiento podria mostrar

la naturaleza no patégena del hongo endofito.
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Cuadro 1. Respuesta patogénica de aislados endofiticos de Colletotrichum
spp. en frutos de mango.

Experimento 1 (diametro de lesion en mm)
Endofito | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5| Dia6| Dia7| Dia8 Dia 9
End93 1.12 | 1.55 1.7 255 | 6.52 14.5 21.27 | 32.25 38.75 a*
End106 1.1 1.45 1.8 4.57 8 17 21.52 | 29.52 34.27 ab
End111 1.15 | 1.27 1.47 4.52 6.9 12 18.52 | 27.25 34.25 ab
T(+) 1.12 | 1.12 1.45 7.85 | 115 18 22.52 | 28.87 33.02 ab
End79 0.87 | 1.02 1.12 1.6 3.02 3.55 10.75 | 18.12 22.75 bc
End77 0.95 1.2 14 1.77 | 4.27 7.77 14.25 17.52 21.37 bc
End72 1.17 13 1.35 147 | 2.32 55 8.77 13.62 17.12 cd
End89 1.02 | 1.05 1.17 145 | 1.65 4.02 5.27 8.77 10.75 de
End21 0.85 | 1.05 1.12 1.25 1.3 3.55 5.07 7.55 9.82 de
End116 1 1.2 1.45 1.6 1.65 2.27 5.05 7.65 9.15de
End43 0.95 | 1.22 1.27 1.27 | 1.52 5.82 5.82 5.82 5.82 ef
End11 0.92 | 0.92 0.95 1.15 1.2 1.87 2.17 2.2 2.2f
End85 1.05 11 1.25 157 | 1.57 2 2.02 2.02 2.02f
End01 0.95 | 1.07 1.07 1.15 1.2 1.77 1.8 1.8 1.8f
T() 095 | 095 | 095 | 095 | 0.97 | 0.97 1.25 1.25 1.25f

ZComparaciones de medias ajustadas por minimos cuadrados entre los hongos endoéfitos.
* Valores de medias ajustadas con la misma letra no fueron estadisticamente diferentes, método
de Tukey (*=p<0.05). T (-) Testigo negativo (Agua-Agar) T (+) Testigo positivo (cepa 6504).
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Cuadro 2. Respuesta patogénica de aislados endofiticos de Colletotrichum
spp. en frutos de mango

Experimento 1 (diametro de lesién en mm)

Endofito | Dia | Dia | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Dia9 Dia 10

End72 082 | 1.2 | 3.22 | 5.07 | 10.22 | 16.22 | 23.97 | 29.97 | 35.75 | 42.25 a*

End89 0.95 | 1.45 2 4.07 8.77 | 11.52 | 16.27 | 215 | 31.25 | 41.25a

End116 087|092 | 117 | 1.72 3 745 | 12.72 | 18.72 | 24.47 | 31.25ab

Tpos 0.82 | 0.9 1.2 3.22 7.72 | 10.75 14 17.02 19 21 bc

End93 077 | 09 | 0.95 1.2 2.27 3.3 455 | 12.57 | 143 17.82c

End111 0.65 | 0.77 | 0.85 | 0.85 1.15 3.82 6.7 8.45 8.72 | 12.22 cd

End106 06 | 0.72 | 0.75 | 0.95 2.42 4.92 6.92 8.42 9.7 11.75cd

End79 055|062 | 0.7 0.72 0.82 0.82 0.85 2.12 4 6.72 de

End77 0.82 | 0.85 | 0.87 | 0.92 1.3 1.37 1.65 2.65 3.65 4.65 de

End11 085 | 09 | 095 | 0.95 1.87 2.25 2.47 3 3 35e

End43 0.75 | 0.97 1 1.37 1.37 1.62 1.9 2.25 2.5 287e

End01 09 | 092 | 095 | 0.95 0.95 1.77 1.8 1.85 2.57 282e

End21 09 | 097 | 097 | 135 1.35 1.5 1.5 15 1.52 152e

End85 075075 | 0.8 0.8 0.85 0.9 0.9 0.92 0.95 le

Tneg 082 | 0.9 1.2 3.22 7.72 | 10.75 14 17.02 19 2le

ZComparaciones de medias ajustadas por minimos cuadrados entre los hongos endofitos.
*Valores de medias ajustadas con la misma letra no fueron estadisticamente diferentes, método
de Tukey (*=p<0.05). T (-) Testigo negativo (Agua-Agar) T (+) Testigo positivo (cepa 6504).

El género Colletotrichum spp., puede tener una vida enddfita en el cual no se
visualizan sintomas de enfermedad; sin embargo, pueden llegar a manifestarse
de manera patdgena y también de manera sapréfita (Vieira et al., 2014). Un
ejemplo de esto es Colletotrichum gloeosporioides una especie reportada como
patdogena pero que se han aislado de manera saproéfita en limon y papaya,
también se han aislado de manera enddfita en varias plantas (Gautam, 2014). En
su comportamiento endofitico, Colletotrichum spp., compite por espacio y

nutrientes, ademas de presentar un rapido crecimiento, por lo cual se infiere que
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por esta razdn se encuentra mas facilmente y con mayor abundancia dentro de

los tejidos de las plantas (Peters et al., 2020).

En el presente estudio, de las 13 cepas enddfitas de Colletotrichum spp., que
fueron evaluadas, nueve cepas tuvieron valores altos de patogenicidad y variaron
de 4 mm a 42 mm y cinco (end1l, end43, end01, end85 y end21) mostraron la

lesion de menor tamafio, asociada solo a dafio fisico causado por la herida.

Con base en los resultados, se deduce que existe un gran potencial del in6culo
oculto y algunas cepas pueden llegar a convertirse en fitopatogenos, esto se
puede deber a cambios en la fenologia de la planta o en el ambiente (Quintero-
Mercado et al., 2019). Para el caso de las cepas que mostraron nulo o reducido
efecto fitopatbgeno, se considera necesario realizar nuevas pruebas de
patogenicidad en hospederos adicionales y en las hojas del hospedero original,
ademas de realizar estudios de antagonismo y de capacidad de produccion de
compuestos secundarios que permitan entender su comportamiento y con ello su

posible uso como agentes de control bioldgico.

3.6. Conclusion
Los aislamientos de Colletotrichum evaluados mostraron diferente grado de
agresividad en los frutos de mango inoculados; los aislamientos no patogénicos
(end1l, end43, end01, end85 y end21) se pueden utilizar en estudios posteriores
de pruebas de antagonismo y podrian seleccionarse para programas de control

bioldgico.

Agradecimientos
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por la beca otorgada
durante mi estudio de Maestria en Ciencias Proteccion Vegetal.

3.7. Literatura citada

Abello JF y Kelemu S. 2006. Hongos enddfitos: ventajas adaptativas que habitan
en el interior de las plantas. Revista Corpoica-Ciencia y Tecnologia

agropecuaria, 7 55-57.
https://www.redalyc.org/pdf/4499/449945021006.pdf _ (consulta, enero,
2023)

33


https://www.redalyc.org/pdf/4499/449945021006.pdf

Araujo WL, Maccheroni WJr, Aguilar-Vildoso ClI, Barroso PA, Saridakis HO and
Azevedo JL. 2001. Variability and interactions between endophytic bacteria
and fungi isolated from leaf tissues of citrus rootstocks. Canadian Journal
Microbiology. 47(3), 229-236. DOI: 10.1139/w00-146

Arneson PA. 2000. Coffee rust. The Plant Health Instructor. DOI: 10.1094/PHI-I-
2000-0718-02. Updated 2011.

Arnold AE, Maynard Z, Gilbert GS, Coley PD and Kursar, T.A. 2000. “Are tropical
fungal endophytes hiperdiverse?” Ecology Letters, 3 (4) 267-274.
https://doi.org/10.1046/).1461-0248.2000.00159.x

Avelino Jy Rivas G. 2013. La roya anaranjada del cafeto. Version electronica, 6-
13. http://hal.archives-ouvertes.fr/hal-01071036 _ (consulta, marzo, 2023).

Azuddin NF, Mohamad Noor Azmy MS and Zakaria, L. 2023. Molecular
identification of endophytic fungi in lawn grass (Axonopus compressus)
and their pathogenic ability. Scientific  Reports. 13, 4239.
https://doi.org/10.1038/s41598-023-31291-7

Azuddin NF, Mohd MH, Rosely NFN, Mansor A, Zakaria L. 2022. Evaluation of
the pathogenicity of endophytic fungi isolated from spines of rattan
(Calamus castaneus) against other plant hosts. Journal of Applied
Microbiology. 133 (5), 3228-3238. Doi: 10.1111/jam.15777

Barnett HL and Hunter BB. 1998. llustred genera of imperfect fungi. Foutrh
edition. St. Paul, Minnesota. USA. APS PRESS.218

Bongiorno VA, Rhoden SA, Garcia A, Polonio JC, Azevedo JL, Pereira JO,
Pamphile JA. 2016. Genetic diversity of endophytic fungi from Coffea
arabica cv. IAPAR-59 in organic crops. Ann Microbiol. 66, 855-865.
https://doi.org/10.1007/s13213-015-1168-0.

Cao XR, Xu XM, Che HY, West JS and Luo DQ. 2019. Characteristics and
distribution of Colletotrichum species in coffee plantations in Hainan,
China. Plant Pathology. 68 (6), 1146-1156.
https://doi.org/10.1111/ppa.13028

Carroll G. 1995. Forest endophytes: pattern and process. Canadian Journal of
Botany. 73(1), 1316-1324. https://doi.org/10.1139/b95-393

Casas LL, Pereira JO, Costa-Neto PQ, Silva JF, Almeida LN, Bianco RA and
Azebedo JL. 2021. Endophytic Colletotrichum siamense for biocontrol and
resistance induction in guarana seedlings. International Journal of
Microbiology. (4), 1-8. Doi.org/10.1155/2021/1925226

Diaz-Gonzéalez S, Marin P, Sanchez R, Arribas C, Kruse J, Gonzalez-Melendi P,
Brunner F and Sacristdn S. 2020. Mutualistic fungal endophyte
Colletotrichum tofieldiae Ct0861 colonizes and increases growth and yield
of maize and tomato plants. Agronomy. 10(10), 1493. Doi:
10.3390/agronomy10101493

34


https://doi.org/10.1046/j.1461-0248.2000.00159.x
http://hal.archives-ouvertes.fr/hal-01071036
https://doi.org/10.1038/s41598-023-31291-7
https://doi.org/10.1007/s13213-015-1168-0
https://doi.org/10.1111/ppa.13028
https://doi.org/10.1139/b95-393
https://www.mdpi.com/2073-4395/10/10/1493

Ellis D, Davis S, Alexiou H, Handke R, Bartley R. 2007. Descriptions of medical
fungi. 2nd ed. Adelaide: Nexus Print Solutions. Disponible en:
https://www.academia.edu/27582963/DESCRIPTIONS OF MEDICAL F
UNGI_SECOND_EDITION (consultado en enero, 2023)

Ellis MB. 1976. More dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Mycological
Institute. Kew, Surrey, England.507p.

Gangadevi V and Muthumary J. 2008. Isolation of Colletotrichum gloeosporioides,
a novel endophytic taxol-producing fungus from the leaves of a medicinal
plant, Justicia gendarussa. Mycologia Balcanica. 5, 1-4.
Doi.org/10.5281/zenodo.2548404

Gautam AK. 2014. Colletotrichum gloeosporioides: biology, pathogenicity and
management in India. Journal Plant Physiol Pathol. 2(2), DOI:
10.4172/2329-955X.1000125

Gonzaga LL, Costa LEO, Santos T.T, Araujo EF and Queiroz MV. 2014.
Endophytic fungi from the genus Colletotrichum are abundant in the
Phaseolus vulgaris and have high genetic diversity. Journal of Applied
Microbiology. 118(2), 485-496. doi:10.1111/jam.12696

Hyde K and Soytong K. 2008. The fungal endophyte dilemma. Fungal Diversity.
33.163-173. https://www.fungaldiversity.orqg/fdp/sfdp/33-9.pdf

Lu L, Karunarathna SC, Hyde KD, Suwannarach N, Elgorban AM, Stephenson
SL, Al-Rejaie S, Jayawardena RS and Tibpromma S. 2022. Endophytic
fungi associated with coffee leaves in China exhibited In Vitro antagonism
against fungal and bacterial pathogens. Journal of Fungi. 8(7):698.
DOI: 10.3390/jof8070698

Mejia CL. 2015. Microbianas y control biolégico como alternativa de manejo de la
roya anaranjada del cafeto. En Memorias del Seminario Cientifico
Internacional. Manejo Agroecoldgico de la Roya. pp.47 disponible en:
http://www.fao.org/3/a-i5137s.pdf (consultado el 19 de agosto del 2021).

Mukherjee D, Pramanik K, Mandal S and Mandal NC. 2022. Augmented growth
of Cd-stressed rice seedlings with the application of phytostimulating, root-
colonizing, Cd-tolerant, leaf-endophytic fungi Colletotrichum spp. isolated
from Eupatorium triplinerve. J Hazard Mater. 438(5), 129508.
DOI: 10.1016/j.jhazmat.2022.129508

Nieto-Angel D, Almaraz-Sanchez A, Ayala-Escobar V, Orozco-Santos M and
Lara-Viveros FM. 2019. Primer reporte de Colletotrichum coccodes en
frutos de tomate (Solanum lycopersicum) en México. Revista Fitotecnia
Mexicana. 42 (3), 195-200. https://doi.org/10.35196/rfm.2019.3.195

Oliveira RJV, Souza RG, Lima TEF and Cavalcanti MAQ. 2014. Endophytic fungal
diversity in coffee leaves (Coffea arabica) cultivated using organic and
conventional crop management systems. Mycosphere. 5(4):523-530.7
https://doi.org/10.1111/jam.15777

35


https://www.academia.edu/27582963/DESCRIPTIONS_OF_MEDICAL_FUNGI_SECOND_EDITION
https://www.academia.edu/27582963/DESCRIPTIONS_OF_MEDICAL_FUNGI_SECOND_EDITION
https://doi.org/10.4172/2329-955X.1000125
https://www.fungaldiversity.org/fdp/sfdp/33-9.pdf
https://doi.org/10.3390/jof8070698
http://www.fao.org/3/a-i5137s.pdf
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2022.129508
https://doi.org/10.35196/rfm.2019.3.195
https://doi.org/10.1111/jam.15777

Peters LP, Prado LS, Silva FIN, Souza FSC and Carvalho CM. 2020. Selection of
endophytes as antagonists of Colletotrichum gloeosporioides in acgai palm.
Biological control. 150, 1-10.
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2020.104350

Pinzon GYA, Lizette BS and Buitrago HG. 2013. Diagnostico molecular diferencial
de Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium oxysporum en fame
(Dioscorea sp). Revista Colombiana de Biotecnologia. 15(1), 52-60.
Disponible en:  http://www.scielo.org.co/pdf/biote/v15n1/vi5nla6.pdf
(consultado en marzo, 2023).

Quintero-Mercado A, Dangon-Bernier F and P&ez-Redondo A. 2019.
Aislamientos endofitos de Colletotrichum spp. A partir de hojas y ramas de
mango (Magnifera indica L.) cultivar Azdcar en el municipio de Cienaga,
Magdalena, Colombia. Revista académica Colombiana. 43(166) ,65-77.
Disponible en: http://www.scielo.org.co/pdf/racefn/v43n166/0370-3908-
racefn-43-166-65.pdf (consultado en febrero, 2023).

Rajan S, Tiwari D, Singh VK, Saxena P, Singh S, Reddy YTN, Upreti KK,
Burondkar MM, Bhagwan A and Kennedy R. 2011. Application of extended
BBCH scale for phenological studies in mango (Mangifera indica L.).
Journal of Applied Horticulture. 13 (2), 108-114. Disponible en:
http://horticultureresearch.net/pdf/Application%200f%20extended%20BB
CH%20Scale%20for%20phenological.pdf (consultado en enero, 2023)

SADER, Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural. 2023. Disponible en:
https://www.gob.mx/agricultura/prensa/se-suma-mexico-a-acuerdo-
internacional-gue-fortalece-al-sector-cafetalero-prioritariamente-al-de-
peguena-escala (Consultado el 23-05-23)

Santamaria J and Bayman P. 2005. Fungal epiphytes and endophytes of coffee
leaves (Coffea arabica). Microbial Ecology 50, (1), 1-8.
https://doi.org/10.1007/s00248-004-0002-1

Savatin DV, Gramegna G, Modesti V and Cervone F. 2014. Wounding in the plant
tissue: The defense of a dangerous passage. Front. Plant Sci. 5,
470. https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00470

Vega FE, Simpkins A, Aime MC, Posada F, Peterson SW, Rehner SA, Infante F,
Castillo A and Arnold AE. 2010. Fungal endophyte diversity in coffee plants
from Colombia, Hawai’'i, Mexico and Puerto Rico. Fungal Ecology. 3(3),
122-138 https://doi.org/10.1016/j.funeco.2009.07.002

Vieira WAS, Michereff SJ, de Morais MA, Hyde KD and Camara MPS. 2014.
Endophytic species of Colletotrichum associated with  mango in
northeastern Brazil. Fungal Diversity. 67, 181-202.
https://doi.org/10.1007/s13225-014-0293-6

Waller F, Achatz B, Baltruschat H, Fodor J, Becker K, Fischer M, Heier T,
Huckelhoven R, Neumann C, Wettstein DV, Franken P and Kogel KH.
2005. The endophytic fungus Piriformospora indica reprograms barley to

36


https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2020.104350
http://www.scielo.org.co/pdf/biote/v15n1/v15n1a6.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/racefn/v43n166/0370-3908-racefn-43-166-65.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/racefn/v43n166/0370-3908-racefn-43-166-65.pdf
http://horticultureresearch.net/pdf/Application%20of%20extended%20BBCH%20Scale%20for%20phenological.pdf
http://horticultureresearch.net/pdf/Application%20of%20extended%20BBCH%20Scale%20for%20phenological.pdf
https://www.gob.mx/agricultura/prensa/se-suma-mexico-a-acuerdo-internacional-que-fortalece-al-sector-cafetalero-prioritariamente-al-de-pequena-escala
https://www.gob.mx/agricultura/prensa/se-suma-mexico-a-acuerdo-internacional-que-fortalece-al-sector-cafetalero-prioritariamente-al-de-pequena-escala
https://www.gob.mx/agricultura/prensa/se-suma-mexico-a-acuerdo-internacional-que-fortalece-al-sector-cafetalero-prioritariamente-al-de-pequena-escala
https://doi.org/10.1007/s00248-004-0002-1
https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00470
https://doi.org/10.1016/j.funeco.2009.07.002
https://doi.org/10.1007/s13225-014-0293-6

salt-stress tolerance, disease resistance, and higher yield. Proc Natl Acad
Sci USA. 102(38), 13386-13391. Doi: 10.1073/pnas.0504423102.

Zheng H, Yu Z, Jiang X, Fang L and Qiao M. 2022. Endophytic Colletotrichum
species from aquatic plants in southwest China. Journal of fungi.8 (1) ,87.
https://doi.org/10.3390/ jof8010087

37



4. CAPITULO lll. HONGOS ENDOFITOS DE CAFETOS PARA EL
MANEJO DE Hemileia vastatrix DEL SOCONUSCO, CHIAPAS
Endophytic fungi of coffee plants for the management of Hemileia
vastatrix from Soconusco, Chiapas

4.1. Resumen:

La roya del cafeto es causada por el hongo Hemileia vastatrix y para su manejo
una de las estrategias es el uso de herramientas biolégicas como los hongos
endofitos. En este estudio se aislaron endofitos fungicos del tejido foliar del cafeto
en tres sitios altitudinales de la region del Soconusco, Chiapas, México. Con el
objetivo de encontrar cepas con capacidad antagonista a Hemileia vastatrix, se
obtuvieron 117 aislamientos fangicos de los cuales se identificaron a los géneros
Xylaria, Fusarium, Aspergillus, Pestalotiopsis, Stachybotrys, Curvularia,
Diaporthe, Daldinia y Colletotrichum; las cepas que no desarrollaron estructuras
reproductivas, se consideraron como Mycelia sterilia. Colletotrichum fue el
género con mayor frecuencia (58.97%) de aislamiento. La mayor diversidad
fungica (44%) se obtuvo a los 1625 msnm (ejido Agua Caliente). En pruebas de
antagonismo contra H. vastatrix, las cepas de Daldinia sp., (End06), Diaphorte
sp., (End08) y Colletotrichum spp. (End01, End04, End11, End12, End21, End26,
End72 y End93) mostraron eficacia biol6gica superior al 50%.

Palabras claves: enddfitos, aislamientos, roya del cafeto, antagonismo, eficacia
bioldgica

4.2. Abstract

Coffee leaf rust (CLR) is caused by the fungus Hemileia vastatrix and for its
management one of the strategies is the use of biological tools such as endophytic
fungi. In this study, fungal endophytes were isolated from coffee leaf tissue at
three altitudinal sites in Soconusco region, Chiapas, Mexico. In order to find
strains with antagonistic capacity to Hemileia vastatrix, 117 isolates were
obtained, of which the genera Xylaria, Fusarium, Aspergillus, Pestalotiopsis,
Stachybotrys, Curvularia, Diaporthe, Daldinia and Colletotrichum were identified.
The strains that did not develop reproductive structures were considered as
Mycelia sterilia. Colletotrichum was the genus with the highest frequency
(58.97%) of isolation. The greatest fungal diversity (44%) was obtained at 1625
msnm (Agua Caliente common land). In antagonism tests against H. vastatrix, the
strains of Daldinia sp., (End06), Diaphorte sp., (End08) and Colletotrichum spp.
(End01, End04, Endl1l, Endl2, End21, End26, End72 and End93) showed
biological efficacy greater than 50%.

Keywords: endophytes, isolates, coffee leaf rust, antagonism, biological efficacy.
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4.3. Introduccion
El café es uno de los productos agricolas mas importantes a nivel mundial, se
cultiva en 80 paises y es la segunda bebida mas vendida en el mundo, México
represento el 2.1% de la produccion mundial de café en 2022 y se posiciono en
el lugar nimero diez con 3.84 millones de 60 kg (USDA, 2022). Los estados
productores de café en México son: Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Puebla,
Guerrero, Hidalgo, San Luis Potosi, Nayarit, Jalisco, Colima, México, Tabasco,
Querétaro y Morelos, de ellos Chiapas ocup6 el primer lugar con una produccion
de 378,933.64 toneladas que representd el 36.7% de la produccion nacional
(SIAP, 2023). La roya anaranjada, causada por el hongo Hemileia vastatrix, es la
principal enfermedad que afecta directamente al tejido foliar del cafeto y causa
defoliacion, baja su actividad fotosintética y por ende su produccion (Mejia, 2015).

El manejo de la roya anaranjada se basa en diferentes actividades como: uso de
variedades resistentes, practicas culturales (podas, regulacion de sombra,
deshijes, control de malezas) y uso de productos fungicidas a base de cobre
como el oxicloruro de cobre y derivados de la familia de los triazoles (Avelino y
Rivas, 2013); sin embargo, el uso desmedido de estos productos, tienen un
impacto negativo en el ambiente y por consiguiente, la resistencia de los
patégenos a los fungicidas (Mejia, 2015). Debido a lo anterior, se considera
necesario el encontrar e implementar nuevas alternativas de manejo, que sean
amigables con el medio ambiente. En los cafetos se encuentran una diversidad
de organismos como los hongos enddfitos, ya que los mismos se usan como
controladores bioldgicos para actuar como antagénicos hacia patégenos y el uso
de estos microorganismos contribuye a regular su impacto negativo. Los
endofitos se encuentran en el interior de los tejidos de las plantas, son
productores de metabolitos secundarios y ayudan a sus hospederos a tolerar
condiciones bidticas y abidticas como las enfermedades, dafios por insecto
plaga, alta salinidad, altas temperaturas (Backman y Sikora, 2008; Sanchez-
Fernandez et al., 2013); también son mejoradores en el rendimiento de las
plantas (Diaz-Gonzalez et al., 2020), actian como inhibidor mitético (Gangadevi

y Muthumary, 2008) y como biocontroladores (Casas et al., 2021). Se han
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evaluado como inhibidores de la germinacion del hongo H. vastatrix, que causa

la roya anaranjada del cafeto (Mamani et al., 2021).

En el género Coffea spp, se han identificado una amplia diversidad de hongos
endofitos: Santamaria y Bayman (2005) reportaron aislamientos de
Botryosphaeria, Colletotrichum, Guignardia y Xylaria en Puerto Rico, Vega et al.
(2010) identificaron a Colletotrichum, Fusarium, Penicillium y a hongos de la
familia Xylariaceae en Hawai, México, Puerto Rico y Colombia; Bongiorno et al.
(2016) identificaron Colletotrichum, Trichoderma, Schizophyllum,
Mycosphaerella, Cladosporium y Cercospora en Brasil; sin embargo, son pocos
los estudios realizados sobre los organismos biocontroladores de enfermedades,
aunque existe un potencial de encontrar mas enemigos naturales y en México no
se han estudiado a los hongos endéfitos como alternativa para el control biolégico
sobre el hongo H. vastatrix, sobre la base de estos antecedentes, se realiz6 el
siguiente trabajo de investigacion, en donde estudios previos determinaron
especies enddfitas con potenciales antagonistas, por lo cual el objetivo de esta
investigacion se centrd en aislar hongos enddfitos de las zonas cafetaleras de

Chiapas y evaluar su potencial antagonista hacia el hongo H. vastatrix.

4.4. Materiales y Métodos

4.4.1. Localizacién del Estudio
El estudio se desarrollé en el municipio de Cacahoatan, Chiapas (15° 06°45"" LN
92°11°05” LO). Las muestras se colectaron de enero-marzo del 2022. Las
plantaciones se ubicaron en un rango altitudinal que oscilaron desde 500 a 1600

metros sobre el nivel del mar (msnm).

4.4.2. Sitios de colecta
Las colectas se realizaron en tres sitios altitudinales en el Municipio de
Cacahoatan, Chiapas y estos fueron: ejido Agua Caliente (1625 msnm), ejido
Azteca (1400 msnm) y ejido Benito Juarez San Vicente (590 msnm). El estudio

comprendio un periodo aproximado de un afio.
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4.4.3. Colecta de muestras

Por cada sitio de colecta, se eligieron dos parcelas de café arabigo (Coffea
arabica) y/o café robusta (C. canephora): una del tipo rustico y otra del tipo
policultivo tradicional. La primera se refiere a plantaciones de café que se cultivan
bajo la sombra de arboles nativos sin usar productos quimicos, y la segunda de
plantaciones de café que combinan arboles de bosque y especies frutales
introducidos que, incluye control de arvenses, podas, se puede presentar una
fertilizacion por ciclo y no presentan control fitosanitario (Moguel y Toledo, 1999;
Saucedo-Garcia et al., 2014; Manson et al., 2008).

Al interior de cada parcela se seleccionaron escogieron 10 plantas asintomaticas
por el método de muestreo en zigzag (INIFAP, 2012), de cada planta se tomaron
6 hojas (1-2 afos de edad): 2 de las ramas primarias del tercio inferior, 2 del tercio
medio y 2 del tercio superior (Arnold y Herre 2003; Saucedo-Garcia et al., 2014;
Rubini et al., 2005). Las muestras se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia
del Instituto Nacional de investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), para su procesamiento.

4.4.4. Proceso de muestras

Las hojas se lavaron con agua-jabon y se secaron sobre sanitas esterilizadas; en
campana de flujo laminar, de cada hoja se obtuvo un fragmento de 0.5 x 0.5 cm.
Las fracciones de hoja se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 0.5% durante
2 minutos, posterior paso en etanol al 70% por 2 minutos y triple lavado en agua
destilada esterilizada (Arnold y Herre, 2003). Los tejidos se secaron sobre sanitas
esterilizadas, se colocaron en placas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
suplementadas con 50 ppm de tetraciclina y penicilina, y se incubaron durante 7
dias a 22°C (Santamaria y Bayman, 2005; Rubini et al., 2005).

4.4.5. Aislamiento e identificacion morfoldgica
Las colonias fungicas obtenidas de los tejidos incubados se transfirieron a PDA
Para los aislamientos se utilizé el medio PDA y medio de avena (OAT) para
inducir el desarrollo de estructuras reproductivas (Chen et al., 2013). Los

aislamientos se agruparon con base en las caracteristicas fenotipicas de la
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colonia (color del frente y reverso de la placa y aspecto). Para la identificacion
morfolégica de los microorganismos se realizaron preparaciones temporales y
elaboraron microcultivos (en agua-agar) de cada aislamiento, se observaron a
microscopio, se tomaron fotografias y se identificaron con ayuda de las claves
taxonomicas de Barnet y Huntter (1998), Ellis (1976) y Ellis et al. (2007).

4.4.6. Evaluacion In vitro de la capacidad antagonista de los
aislamientos de los hongos endéfitos frente a Hemileia vastatrix
Se colectaron hojas de café arabigo con presencia de pustulas de roya
anaranjada en el vivero del Campo Experimental Rosario Izapa del INIFAP. En
laboratorio, las uredosporas de H. vastatrix se colectaron por medio del raspado
de las pustulas de roya y se colocaron en microtubos (2 ml). Para evaluar la
capacidad antagonista de los aislamientos enddfitos, se adaptd la metodologia
de Shiomi et al. (2006); Larran et al. (2016). Para ello, se realizaron suspensiones
(2.0 x 10* y 3.0 x 10% de uredosporas de H. vastatrix en agua destilada.
Posteriormente, en un portaobjetos con cavidad céncava se colocaron 120 uL de
la suspension de uredosporas del hongo patégeno del hongo patégeno y 120 pL
de las esporas del hongo enddfito; el portaobjeto se colocé dentro de una placa
Petri con una sanita humeda en el fondo y se incub6 durante 24 h. Después del
periodo de incubacién, cada portaobjeto se observé con ayuda de un microscopio
compuesto en el objetivo de 40X y de cada interaccién o tratamiento se
observaron 100 uredosporas, para determinar el porcentaje de esporas

germinadas en cada tratamiento (Sanjuan et al., 2017).

4.4.7. Efectividad de los hongos endoéfitos aislados frente a Hemileia
vastatrix
El porcentaje de efectividad de los hongos enddfitos para inhibir la germinacion
de las uredosporas de H. vastatrix se calculé acorde a la formula de Abbott
(Abbott, 1925).
Eficacia= ll — (S—i)] * 100
Donde:

Nt=numero de individuos en lote tratado, después de t dias
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N’t= numero de individuos en lote testigo, después de t dias
De acuerdo con la NOM-032-FITO-1995 modificada en agosto de 2015, en esta
se especifica que para ser considerado un producto biolégico la efectividad debe

ser mayor o igual al 50%.

4.4.8. ldentificacion molecular
La extraccion de ADN se realizo a partir del crecimiento de los hongos enddfitos
con efecto antagonico a Hemileia vastatrix. Las cepas se cultivaron en caldo
nutritivo y se incubaron durante siete dias posteriormente, la extraccion de ADN
se realiz6 con base en el método propuesto por Aljanabi y Martinez, 1997
modificado por Lopez- Gomez, 2022 (comunicaciéon personal), el cual consistié
en tomar un tubo Eppendorfy se colocd 50 uL del Buffer de extracciéon (0.4M de
NaCl, 10mM de Tris-HCI pH 8.0 y 2mM de EDTA Ph 8.0) y junto con esto 100 mg
de micelio del hongo enddfito aislado, se procedié a macerar y homogeneizar por
30 s, posteriormente se le agregaron 350 uL mas del buffer de extraccién y se
procedié a mezclarlo con vortex por 30 s, se le adicioné 40 puL de SDS (Dodecil
Sulfato de Sodio) al 20% y se homogeneiz6 por 10 s en vortex posteriormente,
se procedid a incubar a 60°C por 45 min y se mezcl6 con vortex cada 5 min;
después se le adicionaron 300 pL de NaCl 5M, se homogeneizé 30 s en vortex,
se centrifugd a 13000 rpm por 30 min a 10 °C, se transfirié el sobrenadante a un
nuevo tubo, se le adicionaron 750 pL de isopropanol frio y 75 pL de acetato de
sodio (3M pH 5.2), se mezclo6 por inversibn suavemente posteriormente el tubo
se incubd a -20°C por 30 min, y se centrifugé a 13000 rpm por 30 min a 4°C, se
removié el sobrenadante y se lavé la pastilla con 500 pL de etanol al 70% por una
ocasion y se centrifugd a 12000 rpm por 20 min a 4°C, se dejo que la pastilla se
secara completamente, se disolvio la pastilla seca en 50 yL de agua libre de
nucleasas en bafo maria a 45°C, hasta disolver las pastillas por espacio de 24
horas posteriormente, se visualizé el ADN por electroforesis en gel, para esto se
prepar6 gel de agarosa al 1%, se tifio con 5 uL del colorante Gel Green marca
(PROMEGA FRANCE) y 10 pL del ADN, se procedio a visualizarlo en el gel y se
sometid a 90 volts por 40 minutos; pasado este tiempo se procedi6 a analizar el
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gel en el fotodocumentador marca (DNR-MINIBIS-PRO) con ayuda de la

aplicacion (Gel capture).

4.4.9. Secuenciacion directa del ITS
Una vez que se realizd la extraccion de ADN, se procedid a realizar la
amplificacion molecular (PCR), para esto se utilizo el kit Taq Polimerasa marca
(PROMEGA FRANCE) bajo las siguientes condiciones propuestas por Pinzén et
al. (2013), GoTaq Flexi Buffer (1x), MgClz (1.5 mM), dNTP (0.2 mM), iniciadores
universales ITS1 e ITS4 (0.3 uM), 1 unidad de Tag Polimerasa, 50 ng/uL en
concentracion de ADN, agua grado PCR. Las condiciones de amplificacion
fueron: una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C, 35 ciclos de amplificaciéon
(desnaturalizacion por 1 minuto a 95°C, anillamiento por 30 s a 52.6°C y
extension por 1 min 30s a 72°C) y un ciclo de extension final por 6 minutos a
72°C, la purificacion se realiz6 con el protocolo Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (PROMEGA, USA) siguiendo las instrucciones indicadas por
la empresa, y posteriormente se enviaron a Macrogen, Korea para realizar la

secuenciacion.

4.4.10. Alineacién de secuencias y analisis filogenético
Las secuencias fueron editadas en Chromas y comparadas por alineamiento
basico local (BLAST) en el banco de genes (GenBank) del Centro Nacional para
la Informacion Biotecnoldgica (NCBI) con otras disponibles. Para realizar el
analisis filogenético se utilizo el software Mega 11, se insertaron las secuencias
enddfitas y se seleccionaron otras secuencias con los mismos genes tomadas
del BLAST, y se alinearon con el algoritmo ClustalW, la matriz que se obtuvo se
empled para realizar el arbol filogenético basados en los algoritmos de Maxima
verosimilitud (ML) (Tamura et al., 2011) y mediante el método Bootstrap con 500

repeticiones.

4.4.11. Andlisis estadistico
Se realiz6 el andlisis de varianza a los datos del total de organismos enddfitos
aislados entre sitios y entre sistemas de cultivo con el paquete estadistico InfoStat

version 2022.
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4.4.11.1. Disefio experimental
El disefio experimental fue en parcelas divididas, con parcelas grandes
arregladas como bloques al azar; donde los tratamientos fueron los sitios de
muestreo y los sistemas de cultivo y las repeticiones fueron el numero de
organismos enddfitos que crecieron por tejido dentro de la placa, se realizé una
comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey con un nivel de
probabilidad de p<0.05.

4.5. Resultados y Discusion

4.5.1. Aislamiento de hongos endoéfitos
A partir de los muestreos realizados en la regiébn del Soconusco, Chiapas,
México, se obtuvieron 117 aislamientos de hongos enddfitos. La cantidad de
aislamientos estuvo directamente relacionada con los sitios de muestreo, los
cuales presentaron diferencias estadisticas significativas (Tukey<0.05). En ese
sentido el sitio 11l present6 60 aislamientos, el sitio | present6 39 aislamientos y el
sitio Il presentd 18 aislamientos (Cuadro 3). El sitio Il fue donde se encontré la
mayor cantidad de hongos enddfitos aislados y corresponde a una zona tropico-
hamedo. En la zona tropical se pueden encontrar mayor abundancia de hongos
enddfitos y aun no han sido estudiados a profundidad, diversos autores como
Gamboa-Gaitan (2005); Vega et al. (2010); Arnold y Herre (2003), mencionan
gue en diferentes sitios de muestreo se pueden encontrar abundantes especies
de hongos endéfitos. No hubo diferencias significativas entre plantaciones por
sistemas de cultivo, ya que tanto los sistemas de policultivo como el rustico en
los tres sitios de muestreo fueron similares (Cuadro 3), los dos sistemas de cultivo
difieren en sus practicas agricolas, pero ambos sistemas de manejo no afectan
la abundancia de los hongos enddfitos. Este estudio coincide con los estudios
reportados por Saucedo-Garcia et al. (2014) donde mencionan que no
encontraron diferencias significativas entre diferentes sistemas de cultivo en el

cafeto.

45



4.5.2. Diversidad de géneros aislados por sitios
La mayor diversidad de géneros aislados se presento6 tanto en la zona templada
(sitio I) como en la zona tropical (sitio I1l) en donde se presentaron indices del 44
y 38%, respectivamente; mientras que el sitio Il, presentdé una diversidad de
géneros de enddfitos del 18% (Cuadro 3), las diferencias entre la cantidad de
géneros aislados entre sitios de muestreo, se pueden deber a condiciones
ambientales como lo menciona Santamaria y Bayman (2005), una mayor
cantidad de sitios de muestreos ayudaran a dilucidar los factores que influyen en
la diversidad de géneros aislados, algunos factores que mencionan Saucedo-

Garcia et al. (2014) son la ubicacion geografica y los sistemas de cultivo.

Cuadro 3. Hongos enddéfitos por sitios de muestreo |, Il y 1lI

Sitios de Aislamientos Diversidad de | Sistemas de cultivo
muestreo Medias géneros
aislados
1 6.59 a* 38 % Rustico 3.89 a*
I 3.25b 44% Policultivo | 3.88 a
Il 1.82c 18%

Z*Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes. Prueba de Tukey, Alfa<0.05
DMS=0.73219. DMS=0.49659

4.5.3. Identificacion morfolégica de los hongos
Acorde a la identificacion de los aislamientos realizados en el cultivo de café en
la regién del Soconusco, Chiapas, México, los principales géneros fueron:
Colletotrichum spp., Xylaria sp., Fusarium spp., Aspergillus sp., con valores del
58.97%, 6.84%, 4.27% y 5.13% respectivamente, para Pestalotiopsis spp.,
Stachybotrys sp. y Curvularia sp. con 0.85% (Figura 2). En estudios similares a
lo reportado por Santamaria y Bayman (2005); Vega et al. (2008) también se
aislaron estos géneros como endofitos en plantas de café. Otros estudios
reportados por Saucedo-Garcia et al. (2014) en donde los géneros mas comunes
gue se aislaron también en plantas de café fueron Colletotrichum y Xylaria,
también en otra investigacion que coincide con nuestros resultados, realizada por

Arnold y Herre (2003) encontraron que el mayor porcentaje de hongos endofitos
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aislados correspondieron al género Colletotrichum spp., otro estudio similar
reportado por Kurose et al. (2012) reportaron aislamientos de hongos enddfitos
de las hojas de Fallopia japénica y fue Colletotrichum spp. quien obtuvo el
promedio mas alto entre los aislamientos, los organismos que no lograron
desarrollar estructuras reproductivas correspondieron al 20.51% y se agruparon

dentro de Mycelia sterilia similar a como los agrupo Kurose y colaboradores.
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Figura 2. Principales géneros identificados morfol6gicamente

4.5.4. Evaluacion In vitro de la capacidad antagonista de los
aislamientos de los hongos endéfitos frente a Hemileia vastatrix

Los hongos enddfitos aislados que se consideraron como efectivos son los que
se mantuvieron por arriba del 50%. En el sitio I, los hongos enddfitos que
resultaron efectivos fueron los denominados con la clave end21 (76.92%) y end26
(68.37%) (Figura 3), en la misma grafica se observa el sitio Il en donde las cepas
gue resultaron efectivas fueron la end01 (78.30%), end12 (73.12%), end1l1l
(63.89%), end04 (56.25%), end06 (55.86%) y end08 (52.61%), el mayor
porcentaje lo obtuvo la end01 y el menor porcentaje corresponde a la end08, en
el sitio Ill, las cepas que resultaron efectivas fueron la end93 (65.54%) y end72

(53.40%). Estas cepas resultaron efectivas, ya que al realizar las pruebas de
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antagonismo frente a Hemileia vastatrix fueron menores la cantidad de
uredosporas germinadas con respecto a su testigo, cabe destacar que estos
organismos endofitos mencionados correspondieron al género Colletotrichum
spp., Daldinia sp. y Diaphorte sp. Los resultados obtenidos coinciden con lo
realizado en Costa Rica por Escudero et al. (2023) en donde realizaron
aislamientos de hongos endofitos en plantas de café, entre las especies
identificadas se encontr6 a Daldinia eschscholzii, esta especie se tomd en cuenta
para pruebas de antagonismo in vitro contra el hongo Mycena citricolor. En otro
estudio similar a lo reportado por Lu et al. (2022) en donde se realizaron
aislamientos de hongos endofitos a partir de tejido foliar de café e identificaron a
Daldinia sp. y Diaphorte sp. estas especies mostraron fuerte actividad antagonica
contra los patdgenos (Alternaria alternata, Penicillium digitatum, Pseudomonas
syringae y Salmonella enterica subesp. Entérica). La especie Daldinia sp. mostro
los mejores efectos inhibidores del 74.67% contra Penicillium digitatum y 60.42%
frente a Salmonella entérica. Los resultados aqui expuestos coinciden con otros
estudios realizados por Khruengsai et al. (2021) en donde se aislé Daldinia sp.
de plantas de Barleria prionitis en Tailandia y mostré 80.3% de inhibicion contra
el hongo causante de Antracnosis en fresa Colletotrichum acutatum. El género
Diaphorte aislado como hongo endofito de plantas de Azadirachta indica (neem)
mostro actividad antifungica contra varios hongos patégenos como: Aspergillus
niger, Botrytis cinérea, Cochliobolus heterostrophus, Fusarium avenaceum, F.
moniliforme, Ophiostoma minus y Penicillium islandicum (Chutulo y Chalannavar,
2018).

Estudios realizados por Larran et al. (2016) probaron hongos enddfitos sobre la
enfermedad Drechslera tritici-repentis en trigo y redujeron la germinacion de las
esporas del patdgeno en un 52% y en otro estudio similar a lo reportado por
Anwaar et al. (2019) evaluaron hongos enddfitos entre ellos Colletotrichum para
el control de la roya del trigo (Puccinia recondita) y concluyeron que redujo la
severidad de la enfermedad en un 60%.
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En otros estudios, se aislo una cepa de Colletotrichum de la planta de té (Camellia
sinensis) y mostrdé su mayor actividad antagonica contra Pestalotiopsis theae y
Colletotrichum camelliae en un 64% y 37% respectivamente (Rabha et al., 2014).
Los hongos enddfitos asintomaticos actian como antagonistas de los hongos
como las royas; asi en otro estudio reportado por Currie et al. (2019) demostraron
gue la presencia del organismo endofito Colletotrichum acutatum interfirié con la
germinacion de la roya Puccinia Komarovii observandose ausente sobre la
maleza Impatiens glandulifera. En otro estudio fue aislado como enddfito el
género Colletotrichum en Phaseolus vulgaris y este se reporté como el mas
abundante, los autores infieren a que puede ser porque estos crecen muy rapido
y son altamente competitivos, también mencionan que los hongos que son
patégenos para una especie pueden colonizar otras especies de manera enddfita
(Gonzaga et al., 2015).
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4.5.5. ldentificacion molecular
Los hongos enddfitos que resultaron antagonicos a Hemileia vastatrix fueron
end21, end26, end08, end06, end1l, end12, end04, end01l. En cuanto a las
cepas end72 y end93 resultaron con bajo porcentaje de germinacion de
uredosporas por lo que estuvieron por encima del 50% de efectividad; sin
embargo en las pruebas de patogenicidad estas cepas resultaron con alto
potencial patogénico por lo que no se consideraron para la secuenciacion. La
amplificacion de los productos de PCR de las regiones ITS del ADN ribosomal de
los hongos enddfitos aislados, gener6 fragmentos de 700 pb con los iniciadores
ITS1 e ITS4. El andlisis de BLAST con 100% de identidad y de cobertura, y
tomando en cuenta las caracteristicas morfolégicas indican que end21
correspondiéo a Colletotrichum gigasporum, este resultado coincide con lo
reportado por Liu et al. (2014) donde esta misma especie se aisl6 como endofito
en Coffea arabica en Colombia, y en Vietham, también se aislaron como endéfitos
en hojas de Serjania laruotteana (da Silva et al., 2021), end04 se identific6 como
Colletotrichum siamense y end26 como Colletotrichum gloeosporioides, end11 se
identifico como Colletotrichum brevisporum, y se ha aislado como hongo endoéfito
en plantas de Lycium chinense en el sureste de Europa, Asia y Corea (Paul et
al., 2014), end12 se identific6 como Colletotrichum karstii y se ha aislado como
endofitos de una amplia gama de plantas en todo el mundo (Damm et al., 2012),
end01 de acuerdo al BLAST se idéntico con el género Colletotrichum sp.; sin
embargo no se identificd con especie. La cepa end06 con el 100% de identidad
y cobertura se identific6 como Daldinia eschscholtzii, esta especie es
considerada de naturaleza enddfita (Barbosa-Reséndiz et al., 2020). Daldinia
eschscholtzii también se ha aislado como endofito en plantas de Guarana en
Brasil (Santos et al., 2020), end08 con 99.71% de identidad y 100% de cobertura
se identific6 como Diaporthe brasiliensis, esta especie se ha aislado como
endofito en manzano, durazno, peral y arandano (Sessa et al., 2018), existe una
amplia gama de hongos incluidos patdégenos y saprobios que pueden ser
endofitos como por ejemplo Diaphorte que se aisl6 como enddfito de Azadirachta

indica (neem) y tuvo actividad antifungica contra varios hongos patdgenos
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(Grabka et al., 2022). Otro estudio realizado en hojas de Serjania laruotteana,
aislaron una diversidad de hongos endofitos entre ellas a los géneros
Colletotrichum y Diaphorthe (da Silva et al., 2021).

4.5.6. Anadlisis filogenético
El analisis filogenético de la secuencia del aislado 06 form6 un clado que se
relaciona con Daldinia sp, por un lado y con Daldinia eschscholtzii por otro (Figura
4). La estabilidad se asegurd con 500 réplicas bootstrap mediante el método de
méaxima verosimilitud, esto se realizo para todos los casos. En la misma figura se
observo el arbol filogenético del hongo endéfito 08 que se situdé con 87% en el
clado de la especie Diaporthe brasiliensis, también se observo a la cepa end01
con un soporte de 100% formé un clado con el género Colletotricum sp., la cual
no se identificé con especie (ON155182), end11 con un soporte de bootstrap del
100%, formo un clado con la especie Colletotrichum brevisporum, end12 formo
un clado con Colletotrichum karsti, end21 formé un clado con Colletotrichum
gigasporum, end26 con Colletotrichum gloeosporioides y end04 con un 100% de

soporte con Colletotrichum siamense.
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Figura 4. Dendograma de los géneros Daldinia, Diaphorte y Colletotrichum
con el método de maxima verosimilitud asegurando la estabilidad con 500
bootstrap
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Hay tres modos de accion de los hongos endofitos; pueden ser supresoras,
hongos sinérgicos u hongos no efectivos o neutrales, lo que indica que
entendiendo su potencial de interaccidon con el patdogeno puede tener éxito o

fracaso como agente de control biolégico (Kurose et al., 2012).

Con base en este estudio se puede deducir que las pruebas de antagonismo que
se realizaron son un primer estudio y son tomados en cuenta al momento de
elegir a las cepas como agentes de control bioldégico. Estudios posteriores
deberan enfocarse en realizar pruebas de antagonismo con plantas de café en
campo y en realizar un trabajo mas exhaustivo con mayor cantidad de muestras
en diferentes sitios del estado de Chiapas y también hace falta realizar estudios
sobre los tipos de metabolitos secundarios que pueden contener las cepas que
resultaron efectivas; esto es, para tener una informacién mas detallada sobre la
manera en como influyeron de manera antagonica sobre el hongo Hemileia

vastatrix.

4.6. Conclusion
Con base en los estudios revelados en la literatura especializada y la

investigacion realizada sobre las pruebas de antagonismo se puede concluir que:

e La diversidad y abundancia de hongos endoéfitos aislados estuvo
directamente relacionada con el tipo de agroecosistema del cultivo de
café. El ambiente tropical (sitio 1ll) present6 la mayor cantidad de hongos
endofitos, mientras que en el ambiente templado (sitio I) presento6 la mayor
diversidad de géneros. Algunas cepas de hongos endéfitos mostraron una
alta efectividad de antagonismo (50%) sobre la germinacion in vitro de H.
vastatrix.

e Las cepas end93 y end72 fueron antagonicas, pero en los estudios sobre
pruebas de patogenicidad (No publicado) resultaron con alto potencial

patogénico.
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e Las cepas end26, end08, end06, end12 y end04, resultaron altamente
antagonicas; sin embargo, estas cepas tuvieron esporulacion tardia por lo
que faltaria realizar las pruebas de patogenicidad.

e Lascepasend2l, end1lly endO1 resultaron con bajo potencial patogénico
(No publicado) y altamente antagdnicos a Hemileia vastatrix, estas cepas

pasarian a ser estudiadas con plantas de café en campo.
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