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DIVERSIDAD DE ENDOMICORRIZAS Y HONGOS FILOSFERICOS EN
CAFETOS INFESTADOS CON ROYA (Hemileia vastatrix)

Diversity of endomicorrhiza and phyllospheric fungi in coffee trees infested
with rust (Hemileia vastatrix)

1Sonia Herrera Monroy, Rogelio Castro Brindis?

RESUMEN GENERAL

El café es un cultivo que permite la
integracion de cadenas productivas,
ademas contribuye a la preservacion
de flora y fauna endémica gracias a su
modo de cultivo. La problematica con
la roya anaranjada (H. vastarix
Berkeley & Broome) en México inicio
en el afio 2000 donde se registré un
declive del 70 % en la produccion de
café verde debido a la falta de
practicas de control. Actualmente las
practicas mas efectivas consisten en
renovacion de huertas y aplicacion de
productos preventivos, por ello en este
trabajo se aborda la problematica
general del café mexicano ademas de
las principales alternativas que han
mostrado resultados en el control de
roya. También se presenta el
inventario diferencial entre
microorganismos fangicos rizosféricos
y filosféricos de cafetos infestados con
roya y sin infeccion visible. Finalmente
se exponen los resultados obtenidos
al inocular artificialmente consorcios
endomicorrizicos y hongos filosféricos
en el desarrollo de cafetos criollos
(Coffea arabica Variedad Tyica).

Palabras clave: Rizosfera, filosfera,
endomicorrizas, café criollo.

GENERAL ABSTRAC

Coffee is a crop that allows the
integration of productive chains, it also
contributes to the preservation of
endemic flora and fauna thanks to its
cultivation mode. The problem with
orange rust (H. vastarix Berkeley &
Broome) in México began in 2000
where there was a 70% decline in
green coffee production due to the lack
of control practices. Currently, the
most effective practices consist of
renovating orchards and applying
preventive products, for that reason
this work addresses the general
problem of mexican coffee in addition
to the main alternatives that have
shown results in rust control. The
differential inventory between
rhizospheric and phyllospheric fungal
microorganisms of coffee trees
infested with rust and without visible
infection is also presented. Finally, the
results obtained by artificially
inoculating endomycorrhiza consortia
and phyllospheric fungi in the
development of creole coffee trees
(Coffea arabica Variety Tyica) are
exposed.

Key words: Rhizosphere,
phyllosphere, endomycorrhizal, creole
coffee.
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INTRODUCCION

El café es el producto mas se comercializado después del petréleo y es la bebida no
alcohdlica de mayor consumo en el mundo, después del agua. Se estima un consumo de
1, 600, 000 tazas diarias, siendo los varones quienes beben aproximadamente el 78 %
del café producido. Este se distribuye en el mercado en cuatro principales clasificaciones:
arabicas suaves tipo colombiano (predominantes en Colombia, Kenya y Tanzania), otros
arabicas suaves (con mayor representacion en México, Peru, Venezuela, Haiti, Republica
Dominicana, Cuba, Jamaica, Ecuador, Ruanda, Burundi, Malawi, Papta-Nueva Guinea,
Zambia, Zimbawe y la India), cafés brasilefios (consumidos y comercializados
mayormente por Brasil, Bolivia, Paraguay y Etiopia) y Robustas (predominantes en Africa,

Indonesia, Vietham, Filipinas, Sri Lanka y Tailandia) (Renard-Hubert, 2016).

El consumo de café en México es de aproximadamente de 1.8 millones de sacos al afio,
mientras que el per capita es de 1.3 Kg al afio. Nuestro pais es el onceavo productor
mundial de café con 1.6 % de la produccion global (824.08 miles de toneladas) y el
doceavo lugar a nivel internacional como exportador (FAOSTAT, 2018). El “aromético” se
cultiva en 12 estados, pero Chiapas es el principal productor con 39 % del volumen
nacional, seguido de Veracruz con el 30 % y Oaxaca con el 13 %. Otros importantes
estados productores de café son Puebla, Guerrero, Hidalgo, Nayarit, San Luis Potosi,
Colima, Jalisco, Tabasco y Querétaro (CEDRSSA, 2018).

En México el cultivo de café (Coffea spp.) es considerado como una actividad agricola
estratégica fundamental puesto que permite la integracion de cadenas productivas,
genera empleos temporales y es el modo de subsistencia de pequefios productores asi
como de aproximadamente 30 grupos indigenas (CEDRSSA, 2018). Desde el sexenio
pasado, la importancia del cultivo de café en México pasé de ser Unicamente econémica
a tomar relevancia ecoldgica pues provee servicios ambientales a la sociedad ya que el
90 % de la superficie establecida con este cultivo se encuentra bajo sombra diversificada,
lo cual implica una contribucion en la preservacion de la biodiversidad vegetal, animal asi
como de micro flora y fauna, ademas la permanente cubierta vegetal permite la captura
de gases de efecto invernadero, la reposicion de nutrimentos en suelo y de agua en

mantos acuiferos (Hruska, 2015).



La problematica con la roya anaranjada (Hemileia vastarix Berkeley & Broome) en México
inicia en el afilo 2000, sin embargo fue hasta el afio 2012 cuando se registré un declive
del 70 % en la produccién de café verde o lo que equivale a pasar de un ingreso de $ 8
647 580 349.05 en el afio 2012 a $ 4 523 893.44 para el 2016, segun datos del SIAP-
SAGARPA, 2016. Esta pérdida en rendimiento y posteriormente en valor monetario fue
causada por intensificacion de infestaciones de cafetales del estado de Chiapas y
posteriormente de Veracruz debido a la susceptibilidad de la variedad del cultivo
establecida en ese momento (Coffea arabica L.), la edad de las plantaciones (mayor de
10 afios) y los periodos atipicos de temporal acontecidos en el periodo 2000-2002
(Hernandez-Martinez y Veldzquez-Premio, 2016; FIRA, 2015).

Debido a esta severa crisis junto con el desplome de exportaciones, asi como el aumento
de importaciones, en 2016 la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) dio a conocer la reactivacion del Instituto Mexicano
del Café (INMECAFE) para apoyar al Instituto Interamericano de Cooperacion para la
Agricultura (IICA). Ambas instituciones actualmente tienen la tarea de incentivar la
producciéon del aromético por medio del mejoramiento de programas que permitan
monitorear y prevenir plagas, brindar apoyos para renovacion de huertos y capacitar a
los productores en la aplicacion de pesticidas y fertilizantes (CEDRSSA, 2018). Sin
embargo, el plan estratégico del INMECAFE no contempla la regulacion de precios ni
interviene en la comercializacion del grano, a pesar de ello pretende aumentar la calidad

y productividad a través de programas de capacitacion (CEDRRSA, 2019).

Uno de estos programas impulsados por el INMECAFE-IICA esta contenido en el Plan
Integral de Atencion al Café (PIAC), donde en el afio 2018 se establecieron metas de
produccion en el sector cafetalero de 4.5 millones de sacos (60 kg c/u) para la cosecha
2018-2019 la cual debera mantenerse para lograr una cosecha sostenible de 15 millones
de sacos para el aifio 2030 (CEDRSSA, 2019).

Las estrategias propuestas por el PIAC plantean el cumplimiento de cuatro objetivos
principales: 1) Fortalecimiento de la cadena productiva y desarrollo de viveros certificados
donde se distribuya planta de variedades mejoradas, con pureza genética y alta demanda

en el mercado, 2) implementar el modelo de gestion de asistencia técnica especializada



y transferencia de tecnologia, 3) impulsar las campafias sanitarias en coordinacion con
SENASICA para prevenir y controlar plagas y enfermedades del café. En este objetivo
también se plantean programas de renovacién de plantaciones y mantenimiento de
cafetales (podas, control de malezas, entre otras), 4) facilitar el acceso a crédito y
capitalizacion de pequefios productores, sincronizando la estrategia con los incentivos de
SADER vy la promocion de la produccion sostenible de café mexicano, en este punto se
plantea fomentar ademas la certificacion de predios cafetaleros como organicos,
amigables con las aves, comercio justo, entre otros, asi como la dotacion de

infraestructura y equipamiento para el manejo poscosecha (CEDRSSA, 2019).

El seguimiento y ejecucion de las estrategias del PIAC han permitido el desarrollo e
integracion de algunas practicas en los estados productores de café en México para
aminorar las pérdidas provocadas por la infestaciéon de roya anaranjada (H. vastatrix),
para ejemplificar algunas de las practicas adoptadas actualmente en cafetos del estado

de Chiapas y Veracruz se listan las siguientes:

a) Cambio de la especie arabica por hibridos tolerantes y resistentes a roya o que no
requieren sombra, como por ejemplo el “Hibrido de Timor” (obtenido de la cruza
natura de C. arabica X C. robusta) y los Catimores (obtenido de cruzas de C.
caturra X Hibrido Timor), entre los que destacan Costa Rica 95, Colombia y Oro
Azteca, esta Ultima liberada por el INIFAP (Hernandez-Martinez y Velazquez-
Premio, 2016). El principal problema de esta practica es que las variedades
establecidas ya se encuentran en desuso y no se ha avanzado en el mejoramiento
genético del café mexicano en las Ultimas décadas (Carvalho et al., 2011), ademas
la calidad en taza de los hibridos es inferior a la obtenida de granos de café criollo
(C. arabica) (Renard-Hubert, 2016).

b) Establecimiento de variedades altamente productivas y con calidad media en taza

como por ejemplo la variedad Geisha (CICADES y Fundacion Malongo, 2016).

c) Eliminacion de exceso de sombray siembra de plantas y/o variedades de café con
tolerancia al patégeno a modo de barrera viva que protegen variedades de porte
alto (especie arabica) o parcelas intercaladas.



d)

f)

9)

h)

Aplicacion de mezclas anti fangicas preventivas como caldo bordelés, caldo
sulfocélcico, oxicloruro de cobre y caldo visosa (a base de cobre, zinc, magnesio,
boro, urea y cal) este Ultimo ha resultado el mas efectivo pues ademas de prevenir
la infeccion, también aporta nutrimentos, sin embargo la aplicacion de estas
mezclas esta restringida en la agricultura organica y tnicamente es eficaz cuando

la roya no se ha presentado de forma intensa en las parcelas.

Aplicacion de fungicidas sistémicos, los cuales solo detienen la infeccion pero no
evitan la caida de follaje del cafeto enfermo y no garantiza el rendimiento de la
planta tratada, por lo que no se les considera efectivos (CICADES y Fundacion

Malongo, 2016; Hernandez-Martinez y Velazquez-Premio, 2016).

Manejo de fertilizacion nitrogenada. Esta debe ser aplicada en los meses céalidos
lluviosos para fomentar la renovacion de hojas y permitir la mejor asimilacion del
nutrimento (N), ademas la aplicacion durante esta época permitird al cafeto
madurar lo suficiente y después, cuando la temperatura descienda pero la
humedad permanezca, resistird mejor los ataques de roya (CICADES y Fundacion
Malongo, 2016).

Podas, saneamiento y renovacion de huerta. Se recomienda cambiar el cafeto por
plantas jévenes cada cinco u ocho afios (segun la intensidad de la explotacion),
eliminar material de poda y residuos de cosecha para evitar reservorios de plagas

y enfermedades dentro del huerto.

Control bioldgico. Algunos ejemplos de la aplicacion de una o mas especies de
microorganismos para el biocontrol en el cultivo de café, son el uso de Beauveria
bassiana para el control de la broca del cafeto (Montilla et. al., 2016), la inoculacion
con Lecanicillum lecanii y Pseudomonas sp. (Rivera et. al., 2013; Silva, Tozzi,
Terrasan, & Bettiol, 2012) para la supresion de roya, inoculacion con hongos

endomicorrizicos para la tolerancia a nematodos y mejorar condiciones edaficas



asi como para mejorar la nutricion de plantas y hacerlas menos susceptibles a

enfermedades y plagas (Andrade, Mazzafera, Schiavinato, & Silveira, 2009).

Este ultimo punto es el mas acogido por los productores de café organico y los de
pequefia escala, quienes también son los mayormente afectados, pues la produccion
bajo el régimen de agricultura orgénica restringe el uso de pesticidas quimicos para la
prevencion o control de patdégenos y la segunda tiende a favorecer el cultivo de cafetos
no hibridos y bajo sombra diversificada, ambas formas de produccion, a pesar de sus
rendimientos bajos, requieren de una menor cantidad de insumos (por lo que también se
le considera de “baja tecnologia”), pero alberga inoculo de la enfermedad y requiere

mayor prevencion.

Numerosas investigaciones se han desarrollado en el campo del control biolégico de
plagas y enfermedades del cafeto, observandose en los Ultimos afios a la roya anaranjada
y la infestaciébn de nematodos como puntos focales de dichos trabajos. Los logros mas
notables radican en los mecanismos y efectos de la interaccidn entre planta- micorriza (s)
o planta- microorganismo (s) filosférico (s), que aumentan la resistencia contra patdgenos
especificos, generando un cambio positivo en la morfologia del hospedante, asi como

incrementos en la produccion de biomasa.

Por ejemplo, la inoculacion con hongos endomicorrizicos como Glomus clarum y
Acaulospora mellea establecidos durante el semillero o en plantas obtenidas in vitro, han
mostrado tener buenos resultados en la aclimatacion y establecimiento de plantulas en
el huerto, pues se reporta un incremento del 50 % en la biomasa de plantulas de café
(Coffea arabica L.) obtenidas in vitro y trasplantadas a suelo deficiente en fosforo,
comparadas con las que no fueron inoculadas (Vaast et al., 1997).

A pesar de los buenos resultados obtenidos en esta investigacion, los productores
tradicionales de café carecen de la tecnologia y el recurso econémico necesario para
obtener planta de café in vitro e inocularlas con las cepas recomendadas, sin embargo,
si es posible la inoculacion con otras cepas que confieren a la planta resistencia al ataque
de patogenos edaficos; por ejemplo, en otra investigacion realizada en el afio 2003 por
Trejo-Aguilar, se llevd a cabo el aislamiento de siete consorcios micorricicos en

agroecosistemas forestales del estado de Veracruz y se evalué el desarrollo de plantas
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inoculadas asi como su interaccién con nematodos causantes de corchosis en campo e
invernadero. Los resultados fueron una mejor respuesta de desarrollo en plantas
inoculadas que se establecieron en campo y aunque el volumen aéreo en estas fue

menor, mantuvieron apariencia vigorosa y buen desarrollo.

También se han realizado estudios en el aislamiento y seleccion de microorganismos
antagonicos a H. vastatrix, donde se ha encontrado que Lecanicillium lecanii (Jackson et
al., 2012), Brevibacullius megaterium (Silva, Tozzi, Terrasan, & Bettiol, 2012), Bacillus
spp, Penicillium spp., Aspergilllus sp., Acremonium sp. y Cladosporium sp. (Haddad,
Saraiva, Mizubuti, Romeiro, & Maffia, 2014) reducen la severidad del ataque de roya en
cafetos cuando se aplican 24 o 72 horas después de la inoculacion con el patégeno.

Como puede apreciarse, son variados los estudios donde se prueba la eficacia de la
busqueda, aislamiento e inoculacibn de microrganismos, tanto rizosféricos como
filosféricos, para el control de roya y neméatodos en café, sin embargo las investigaciones
donde se prueben las interacciones establecidas por ambos tipos de microorganismos
son escasas, ademas tampoco se considera el efecto de la inoculacion con
microorganismos sobre la diversidad y desarrollo de organismos benéficos y patégenos,

que podrian mantener sano a un cultivo o tener el efecto contrario.

Por esta razén en el presente documento se aborda una revision bibliografica que
pretende familiarizar al lector con los conocimientos basicos sobre la interaccién Planta-
Hongo micorrizico- Hongo filosférico que genera salud a plantas, posteriormente se
describe el estudio de diversidad de microorganismos en variedades de café, sanos e
infectados con roya. Finalmente se presenta la descripcion de la seleccion de
microorganismos supresores de roya y el establecimiento de bioensayos para corroborar

su efectividad bajo condiciones de laboratorio y a nivel invernadero.

Es importante mencionar que las plantas muestreadas para la realizacion de la fase
experimental, se obtuvieron de fincas de café con manejo tradicional, en el municipio de

Ixhutlan del Café, Veracruz.

Se tiene la hipotesis de que la asociacion cafeto-hongo micorrizico (HM)-hongo filosférico
(HF) cambia cuando la planta es infectada con roya (Hemileia vastatrix Berkeley &

Broome), brindando un desempefio agronémico diferencial, segin los organismos que
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participen en las asociaciones. Debido a esta hipdtesis se plantean los objetivos

presentados a continuacion.

l. Objetivo general
Caracterizar morfolégicamente los consorcios de HM y las poblaciones ecoldgicas de HF
presentes en cafetos de variedad Typica, infestados con roya anaranjada (H. vastatrix)
asi como en plantas visiblemente sanas. Ademas de seleccionar, inocular y evaluar el

desarrollo de los microorganismos asilados en plantas de cafeto.

I.1 Objetivos particulares
e Caracterizar consorcios nativos de HM, asi como HF en cafetos provenientes del

municipio de Ixhuatlan del Café, Veracruz.

e Seleccionar HF reportados por investigaciones anteriores como potenciales
antagonistas de roya (Hemileia vastatrix).

e Establecer bioensayos para evaluar la capacidad de crecimiento y reinfeccion de
los HF seleccionados y multiplicados bajo condiciones axénicas, asi como su

interaccidn con hongos endomicorrizicos inoculados en plantas de café.



CAPITULO I: ARGUMENTACION TEORICA
1. Situacion global de la produccion de café

El café es uno de los productos agricolas mas importantes en el mundo, ya que mas de
56 paises se dedican a su cultivo y es el principal commodity agricola (Talbot, 2011)
desde las negociaciones llevadas a cabo por los principales paises productores y
consumidores en el periodo 1962-1989 (Renard-Hubert, 2016).

En 2007 existian en promedio 25 millones de productores de café distribuidos en el
continente Americano, Asiatico y Africano, siendo el continente Americano donde desde

entonces se genera el mayor volumen de café de la especie arabica (Felipe-Felipe, 2007).

Los paises con mayor volumen de produccion de este cultivo son Brasil con 35 % del
total de la produccion mundial, seguido por Vietnam con 19.3 %, Colombia (8.5 %),
Indonesia (6 %), Honduras (4.8 %), Etiopia (4.4 %), India (3.7 %), Uganda (2.7 %) Peru
(1.7 %), México y otros (12.3 %) (Organizacion internacional del café, 2019). México
ocupa el lugar numero nueve con 1.6 % de la produccién global (equivalente a 3 385 552
sacos de café verde) (SAGARPA, 2017).

La superficie total cultivada con café en nuestro pais es de 737 000 ha distribuida en 15
estados (FND, 2014), los principales productores son Chiapas, Veracruz y Oaxaca
(SAGARPA, 2017), donde la produccion decrecié un 20 % en el periodo 2014-2016
debido a factores climaticos y a la infestacion de roya (H. vastatrix) (Almudena, 2016),
logrando recuperarse para el siguiente periodo gracias a la implementacién de practicas
preventivas (CEDRSSA, 2018).

1.2 Problematica actual del cultivo de café en México

La principal especie de café producida en México es la arabica (también conocida como
Criolla o Typica) cuyas caracteristicas organolépticas le han conferido calidad de taza
mundialmente reconocida, puesto que posee grandes matices de sabor, suaves notas
perfumadas con toques dulces y ligeramente acidas, asi como menor contenido de
cafeina; sin embargo, debido a la susceptibilidad de esta especie a patégenos como la
roya (Hemileia vastatrix, Raza Il) y nematodos (Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp.),

durante el periodo del afio 2012 y hasta el 2016 la produccion disminuyo 25 %
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(CEDRSSA, 2018) y de acuerdo con un estudio proyectivo realizado en Nicaragua, El
Salvador, Guatemala y México, para el afio 2050 las fincas cafetaleras de los paises
mencionados pueden perder entre el 20 y 81% de su produccion actual, dependiendo de
las estrategias preventivas y correctivas que apliquen contra el cambio climatico y sus
efectos derivados (ASIC, 2012, citado por Rivera et al., 2013).

Los problemas a los que se enfrentan los cafeticultores organicos y los de pequefia escala
en el estado de Veracruz, es el aumento de 0.1-1.5 °C en la temperatura, ocasionado por
el cambio climatico que ha desencadenado un decremento ciclico en la produccion de
café, asi como mayor incidencia y severidad de roya. Segun Arneson (2017) las pérdidas
en rendimiento de café causadas por la roya son ciclicas y pueden variar hasta 10 veces
de una temporada a la siguiente, esto ocurre porgue la severidad del ataque esta en
funcién de condiciones ambientales (temperatura de 15 a 28 °C y humedad continua por
24 a 48 horas), asi como de la susceptibilidad de la planta. Ambas variables se relacionan
directamente con el estado nutricional, de esta manera una planta que produjo una gran
cantidad de frutos en un ciclo, estara nutricionalmente “gastada” en el ciclo siguiente y

por lo tanto serd mas susceptible al ataque por roya.

A causa de estos problemas los cafeticultores estan teniendo dificultades para satisfacer
la demanda nacional e internacional de café crudo o procesado, un ejemplo de las
consecuencias de esto es el decremento de 75 % en los precios de los contratos a futuro
presentados en el afio 2011 (Infocafe.es, 2011), que desde entonces ha propiciado un
cambio de cultivos y en el peor de los casos, en el uso de suelo, pues ya que no se tiene
certidumbre de la cantidad de café que sera cosechado de un ciclo a otro, los contratos
agricolas se pactan con menores tonelajes de café, ademas los agricultores no desean
arriesgar su patrimonio por lo que prefieren cambiar de cultivo o bien reducir el espacio

dedicado al café.

Ambos problemas pueden ser mitigados si se aplican tecnologias que permitan
incrementar la eficiencia para el aprovechamiento de agua y nutrimentos por los cafetos
e incrementar su resistencia a plagas y enfermedades. Ejemplo de estas practicas es la
inoculacién con microorganismos benéficos, tanto filosféricos como rizozfericos, pues se

ha encontrado que la inoculacion con estos por separado mejoran el aprovechamiento



de nutrientes y agua (Hodge y Fitter, 2010), ademas dan proteccién contra patdgenos
(Gianinazzi-Pearson, 1996).

En afos recientes se han caracterizado microrganismos rizosféricos, como los hongos
micorrizicos (HM), y filosféricos como Bacillus spp., Lecanicilliun lecanii, cuya
compatibilidad con cafetos y su efecto benéfico ha sido comprobada al inocular unos u
otros (Rivera et al., 2013; Silva, Tozzi, Terrasan, & Bettiol, 2012), sin embargo, los
protocolos para una efectiva inoculacién e interaccion entre ellos cuando se inoculan a la
par no se encuentran reportados, pero existe evidencia de que una mayor diversidad de
organismos en un ambiente genera interacciones benéficas que evitan o disminuyen la

patogenicidad de algunos microorganismos, tal como lo ejemplifica Arneson (2000):

Se ha demostrado que aquellas huertas de café que se establecen junto
con una diversidad de especies sombra, entre las que se tienen arboles
fijadores de nitrogeno, lefiosas y otras especies de distinto porte,
benefician el desarrollo de microorganismos que mantienen la salud del
huerto, reducen la necesidad de fertilizacion nitrogenada, retardan la
caida de lluvia evitando que se den las condiciones para la infeccion de
roya pero ademas se propicia mejor habitat para aves, mamiferos,
reptiles, insectos, entre otros, que tienen un impacto ambiental que va
mucho mas alla de las propias fincas de café.

Por esta razon se cree que un incremento en la diversidad de poblaciones ecoldgicas de
microorganismos, inducido por inoculacién con HM y HF, generara efectos benéficos en
el desarrollo de las plantas de café asi como la supresion de patdégenos que han aquejado
la cafeticultura en México y cuyo protagonista en las uUltimas décadas ha sido la roya

anaranjada.

1.3. Descripcion del principal agente patdogeno del café: La roya (Hemileia
vastatrix).

Esta enfermedad se origind en el continente asiatico siendo reportada por primera vez en
cafetos de Sri Lanka (antes Isla de Ceilan) en el afio 1896, en ese mismo afio, un
especialista britanico de nombre Miles Joseph Berkely la describié y llamé Hemileia
vastatrix (Virgilio-Filho y Astorga-Domian, 2015). Afios después la roya del café lleg6 a

Ameérica, la hipdtesis mas aceptada es que fue dispersada desde el continente africano
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por los vientos alisios (Bodwen et al., 1971), generando el primer reporte en Estado de
Bahia, Brasil en el afio 1970 y para 1981 en México (Virgilio-Filho y Astorga-Domian,
2015).

Desde la llegada de la roya del café al continente americano, se han implementado planes
para evitar grandes pérdidas econdmicas, sin embrago entre los afios 2012 y 2013 los
bajos precios del café en el mercado internacional, asi como la edad de las plantaciones
en ese periodo (25 afios aproximadamente) contribuyeron al desarrollo de enfermedad.
Promecafé-1ICA (2013) indicaron que la pérdida en el sector cafetalero en Centroamérica
de ese periodo (2012-2013), fue estimado en mas de 19 % de la produccion; o sea, unos

3.5 millones de sacos de café de 60 kg (USD 499 millones).

1.3.1. Ciclo de vida de laroya de café

Esta enfermedad es causada por un hongo de la clase de los Pucciniomycetes y tal como
su nombre cientifico lo indica, pertenece al género Hemileia, que se caracteriza por tener
uredosporas reniformes, lisas ventralmente y ornamentaciones equinuladas en el resto
de su superficie (Figura 1). La clasificacién taxonémica completa se presenta en el jError!

No se encuentra el origen de la referencia..

Figura 1. Estructura morfoldgica de H. vastatrix. A) Uredosporas, B) Uredia sobre hoja de café.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de la roya del café (Hemileia vastatrix)
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Dominio: Eukaryota
Reyno: Fugi
Sub-reyno: Dikarya
Phylum: Basidiomycota
Sub-phylum: Pucciniomycotina
Clase: Pucciniomycetes
Orden: Pucciniales
Género: Hemileia
Especie: vastatrix
Fuente: Bensch, 2016.

El Hemileia vastatrix es un parasito obligado; es decir que se alimenta mediante micelio
que penetra y ramifica dentro de las células vivas de hojas de café, ademéas no se ha
documentado que el hongo sobreviva en el suelo o tejido vegetal muerto (Haddad,
Saraiva, Mizubuti, Romeiro, & Maffia, 2014).

Las estructuras reproductivas y dispersivas del hongo son las uredosporas del ciclo
sexual que puede albergar un proceso de meiosis “escondida” o criptosexualidad
(Carvalho et al., 2011). El ciclo de vida de la roya del café inicia con la liberacion de
esporas Yy su deposicion en las hojas (principalmente en las basales), posteriormente la
espora germina presentandose los primeros sintomas y signos en las plantas, es decir,
manchas de color amarillo palido que eventualmente se tornaran anaranjadas y cafés en
el envés de las hojas (SAGARPA, 2013).

Cuando las condiciones ambientales se vuelven frescas (18- 15 ° C) y secas, aparecen
teliosporas, las cuales mediante un proceso de cariogamia y meiosis germinan en
basiodiosporas haploides, estas pueden aislarse y germinar bajo condiciones in vitro,
pero son incapaces de infectar hojas de café y aln se desconoce si existe alguna especie
de planta que funcione como hospedante alterno. Por esta razon existe la teoria de que
las basidiosporas son restos de una roya macrociclica ancestral (Arneson, 2000); sin
embargo, algunos autores afirman que no se necesita de un hospedero alterno, es decir,
H. vastatrix puede sobrevivir y reproducirse muy bien Unicamente por uredosporas
(Arneson, 2000; Carvalho et al., 2011).

El ciclo de Hemileia vastatrix (de germinacion de la espora hasta la aparicion de nuevas
esporas maduras) se completa en aproximadamente 25-30 dias, si las condiciones de
humedad y temperatura son favorables (Virgilio-Filho y Astorga-Domian, 2015). Para la

germinacion de las esporas se requiere de la presencia de agua libre por al menos
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durante seis horas, temperaturas entre 21-23 °C (Haddad, Saraiva, Mizubuti, Romeiro, &
Maffia, 2014). Las condiciones éptimas para la formacion del apresorio (modificacion de
las hifas para la infeccion de una célula epidérmica del huésped) son oscuridad y
humedad, ambas mantenidas de cinco a ocho horas, pues se ha documentado que la
evapotranspiracion diurna afecta el crecimiento de tubos germinativos y el proceso de
germinacion se detiene (SAGARPA, 2013; Avelino y Rivas, 2013).

Luego de germinar, el hongo penetra en las hojas a través de los estomas y desarrolla
haustorios (estructuras que permiten la alimentacion del hongo), después de 30 dias se
desarrollaran uredias que posteriormente produciran nuevas uredosporas (Virgilio-Filho
y Astorga-Domian, 2015). Todas las condiciones descritas en parrafos anteriores se
presentan en los meses de noviembre a diciembre en la region cafetalera del estado de
Veracruz y en la Figura 2, tomada de Avelino y Rivas (2013), se ilustra los factores que

afectan el ciclo de vida de Hemileia vastatrix.

Area
oliar Radiacion de T hoje Temperatura e
..... Mojadura
de lahoja
thovis Esporas Esporas ,  Esporas
diseminadas depositadas " germinadas Temperatura
0 stacion Serminacin
Cosachador Diseminacion Iene";"mw 4 '33‘
Esporuacion del tejido
Esporas Colonias Humedad
Viento producides Leslones establecidas dei suslo
Resistencia
completa
Pesssiiano Resistencia Humedad Cama

Figura 2. Factores que afectan el ciclo de vida de Hemileia vastatrix (lineas continuas
representan el ciclo y las punteadas los factores). Tomado de Avelino y Rivas (2013).
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La especie de café mas susceptible al ataque de este patdgeno es arabica, donde la
variedad Typica o Criolla era comUunmente cultivada en las regiones montafiosas de
Veracruz por las caracteristicas organolépticas del grano, sin embargo ha sido
reemplazada por variedades resistentes (como catimor), sacrificando la calidad de café
en taza. Para evitar esto y prevenir el ataque de roya, se han desarrollado estrategias
como el mejoramiento genético a partir de cruzas del cual derivan variedades como Timor
(obtenida de la cruza de C. arabica y C. canephora), otra estrategia es la seleccion de
variedades que muestran tolerancia al patdgeno y calidad de grano en taza, como por
ejemplo la variedad Geisha (Anzueto, 2013). También se han desarrollado variedades
gue no requieren sombra (como Coffea liberica), ademas se han implementado practicas
como la reduccion de sombreo, aplicaciones de fungicidas correctivos y preventivos,
fertilizaciones planeadas e inoculacion con microorganismos promotores de la absorcion
de nutrimentos (biofertilizantes) y del crecimiento de raiz (bioestimuladores) o
antagonicos a la roya (biocontroladores), que han permitido la conservacion de plantas
de la variedad Typica. A continuacion, se presenta una revision detallada de algunas de

las practicas y estrategias para la conservacion de esta variedad.

1.4. Estrategias y practicas preventivas-correctivas

Después de la crisis cafetalera del afio 2012, se comenz6 a poner atencion en las
practicas agricolas que hasta ese momento habian permanecido sin actualizacién. Las
modificaciones mas relevantes que se implementaron en las huertas de café fueron la
inoculaciéon de microorganismos para biocontrol / biofertilizacion, renovacién de planta
cada cinco u ocho afios, la poda de formacién y saneamiento, la recoleccidén-eliminacion
de cerezas y otras estructuras producto de la poda para evitar reservorios de
enfermedades y plagas como la broca (Hypothenemus hampei), asi como la adopcién de
variedades hibridas o selecciones resistentes a factores bidticos y abidticos

desfavorables.

Con estas practicas se logré reducir el impacto de las principales plagas y de algunas
enfermedades, no asi su erradicacion, por lo que SAGARPA, a través del Servicio

Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) puso en marcha
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el Programa de Vigilancia Epidemioldgico Fitosanitario del Cafeto a fin de dar seguimiento
al avance en el combate a las principales plagas y enfermedades, cuya prioridad de
monitoreo es la roya en los estados de Veracruz, Puebla, Chiapas y Oaxaca, pues
ademas de que estos estados son los principales estados cafeticultores, también son los
que posicionan a México como segundo mayor productor de café organico en el mundo,
solo después de Pera (FIRA, 2015; CEDRSSA, 2019).

Actualmente la opcién mas eficaz para librar los efectos negativos de la roya del cafeto
es la conversion de huertos organicos a convencionales con opcion de certificacion de
produccién sustentable por el sello Rainforest Alliance® y la sustitucién de variedades
susceptibles (como la Typica o la Bourbon) por hibridos competitivos u otras especies
resistentes que requiere menos insumos agricolas y poco o nulo sombreo; sin embargo
la calidad de taza de estas variedades es mucho menor y ademas comprometen la

diversidad ecolégica de las regiones cafetaleras donde se implantan.

1.4.1. Seleccién de variedades resistentes y obtencién de hibridos.

El café pertenece a la familia de la rubiaceas, la cual engloba méas de 500 géneros y mas
de 6 000 especies (Jiménez, 2014), de las cuales dos son las mas cultivadas en todo el
mundo; la Coffea arabica L. y la Coffea canephora Pierre ex Froehner, esta ultima

también conocida como café robusta.

La especie arabica a diferencia de otras, es de autopolinizacion, tetraploide y cuenta con
44 cromosomas, ademas tiene dos variantes principales en Ameérica, la Typica y la
Burbon que son mundialmente preferidas por sus particularidades en taza. Ambas son
susceptibles a enfermedades fungosas y a infestacion por nematodos. Debido a sus
caracteristicas, el mejoramiento genético de estas variedades se ha enfocado en obtener
plantas competitivas en cuanto a rendimiento y con caracteristicas fenotipicas que les

permitan resistir condiciones ambientales como vientos fuertes, ataques de patdogenos y

3 Rainforest Alliance es un programa de certificacién que se rige bajo el esquema de la Norma de Agricultura
Sustentable, con énfasis en la conservacion de la biodiversidad, desarrollo comunitario, derechos de los
trabajadores y practicas de produccion agricola sustentable.
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adaptables a distintos rangos de altura, pero conservando las caracteristicas
organolépticas del grano y disminuyendo la cantidad de cafeina de las variedades

tradicionales (Moreno-Ruiz, 2002; Garcia-Gonzales, 2011; Rojo-Jiménez, 2014).

El mejoramiento de café inicio en la década de los 70 ’s empleando técnicas como la
polinizacion controlada y la seleccion-multiplicacion de semilla, actualmente se siguen
utilizando estos métodos junto con otros como la propagacion clonal por métodos
tradicionales (injertos y esquejes) o0 por micropropagacion y embriogénesis somatica
(Georget et al., 2017; Burgos-Araya, 2018).

A partir del mejoramiento genético se han obtenido hibridos como L13A44, L12A28,
LO4AB4 (Garcia-Gonzélez, 2011), que se caracterizan por provenir de padres de la
especie arabica genéticamente distintos y por ser reproducidos Unicamente por
micropropagacion, asi como variedades locales de Etiope o “Raza Etiope”, desarrollados
en los cafetales de Etiopia mediante domesticacion, y variedades de introgresion como
el Catimor y el Sarchimor que poseen caracteristicas genéticas de otras especies
distintas a la arabica. En el caso de Catimor posee caracteristicas de C. canephoray para
el caso de los Sarchimor con caracteristicas de Robusta, Timor, Caturra y Villa Sarchi
(World Coffe Research, 2016).

La obtencién e implementacion de variedades de café resistentes a roya ha sido preferida
por un gran numero de cafeticultores cuyo interés es la cantidad de café y no asi la
calidad, lo cual es comprensible ante el panorama de elegir entre subsistir produciendo
cualquier tipo de café o perecer aferrandose a una variedad tradicional y susceptible. Sin
embargo, existe una minoria que se ha inclinado por otras practicas, que si bien implican
una mayor carga de trabajo, les permiten continuar cultivando variedades de alta calidad
en taza que son bien redituados en el mercado, pero susceptibles a la roya y otros

patdgenos.

Algunas de estas practicas son poda, fertilizacion consiente (aquella que es hecha
apoyada en un andlisis anual de suelo, considerando las necesidades nutrimentales de
la huerta), prevencidon mediante la aplicacion de pesticidas en dosis y periodos
adecuados (antes de que el patégeno se presente) y finalmente, uso de alternativas

bilégicas como la inoculacidon con microorganismos benéficos. Esta Ultima practica ha
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ganado mas seguidores debido a que el café organico permite su uso y este es mejor
pagado que el tradicional. A continuacion se mencionan algunos detalles relevantes

sobre el uso de microorganismos benéficos.

1.4.2 El uso de las relaciones Planta-microorganismos en el control de patégenos
Los microorganismos y las plantas son los dos tipos de organismos vivientes mas
abundantes del planeta Tierra (Mujtaba-Babar et al., 2016), ademas que también se
distribuyen y proliferan en ambientes donde los animales son incapaces de sobrevivir.
Este privilegio ha sido posible gracias a las interacciones desarrolladas a través del
tiempo entre ellos, aunque estas no siempre sean positivas, ambos organismos han
desarrollado y perfeccionado mecanismos para mantener su homeostasis bajo

condiciones de patogenicidad o ambientales desfavorables.

Entre los mecanismos desarrollados se encuentran las interacciones simbidticas
mutualistas donde las plantas brindan nutrimentos, proteccion fisica y condiciones
adecuadas para la proliferacion de microorganismos, quienes a su vez, secretan agentes
especificos o metabolitos secundarios que impiden el desarrollo de otros
invasores/competidores (a este proceso se le llama antibiosis). Es importante mencionar
que estas interacciones requieren de una fuerte, eficiente y continia comunicacion trans-
celular, asi como un control inter-organismo de moléculas que aseguren la coordinacion
de sefiales para detectar, regular y “afectar” un proceso en funcién de un estimulo

especifico.

Las relaciones mutualistas y también las parasiticas (cuando solo uno de los participantes
de la interaccion se beneficia) se dan tanto en la rizosfera como en la filosfera y se han
estudiado para generar biotecnologias de biofertilizacién, biocontrol, antibiosis y
resistencia sistémica, todos ellos tales que permitan la supresion o control de patégenos,
pero siempre cuidando que dichas biotecnologias puedan ser manipulables y seguras
para incrementar la rentabilidad agricola. Algunos ejemplos de la aplicacién de
microorganismos benéficos para el biocontrol de patdégenos en cultivo de café son: el uso
de Beauveria bassiana para el control de la broca del cafeto (Montilla et. al., 2016), la

inoculacion con Lecanicillum lecanii y Pseudomonas sp. (Rivera et. al., 2013; Silva, Tozzi,
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Terrasan, & Bettiol, 2012) para la supresién de roya, inoculacion con hongos micorrizicos
arbusculares para la tolerancia a nematodos y condiciones edaficas desfavorables
(Andrade et al., 2009).

Debido a que las interacciones que se llevan a cabo en la rizosfera y en la filosfera son
distintas (pues los microrganismos de cada bioma poseen particularidades), es necesario
abordar cada uno por separado pero sin perder de vista que ambos interactian a la par

en una planta.

1.4.2.1. Generalidades de microorganismos filosféricos
El concepto Filosfera se acufio en 1950 y hace referencia al bioma compuesto por hojas

y otros tejidos superficiales (los localizados encima del suelo) que sostienen diversas
poblaciones de microorganismos (Leveau, 2015). Dichos microorganismos interactian
en este ecosistema mediante relaciones tréficas que son de interés en el proceso de
produccién agricola. En esta investigacion se abordaran las relaciones ecolégicas de
organismos endofitos y epifitos que dan proteccidbn a plantas frente a ataques de
organismos patdégenos en la superficie de los tejidos, ademas es preciso mencionar que
aun cuando los microorganismos incluyen a bacterias, hongos filamentosos, levaduras,
oomycetes, algas, liquenes, protistas y protozooarios, Unicamente se describiran las

generalidades de hongos filamentosos y bacterias.

Las bacterias son los microorganismos mas abundantes en la superficie foliar de las
plantas, seguidos por los hongos filamentosos, ambos poseen caracteristicas evolutivas
gue les permiten mantener su homeostasis en el ambiente cambiante de la superficie de
una hoja, por ejemplo son capaces de acumular solutos para resistir la escasa humedad
que se presenta comunmente en el follaje a lo largo del dia (Leveau, 2015). Los
mecanismos desarrollados por estos organismos no se reducen a su proteccion como
colonias o individuos, sino que también son empleados para defender a su hospedante.
De esta manera es conveniente describir los mecanismos de accién de los organismos

filosféricos mas usados en la agricultura.
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1.4.2.2. Bacterias como biopesticidas
El principal mecanismo de esta relacion asociativa es la antibiosis que comunmente se

ilustra con el biocontrol ejercido sobre bacterias patdgenas por el antibiético agrocin
producido por Agrobaterium, o bien, por el efecto toxico que posee el 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG) sobre bacterias y hongos, este compuesto es producido
por Pseudomonas (este género junto con Bacillus son los mas usado en biocontrol de
bacterias y hongos por su facilidad de reproduccion asi como efectividad). En general las
bacterias producen metabolitos secundarios (Cuadro 2) que inhiben o reducen el
crecimiento e infeccion, ademéas matan y repelen a otros organismos patdégenos
(Mujtaba-Babar et al., 2016).

Cuadro 2. Principales metabolitos secundarios producidos por bacterias filosféricas

Metabolito Efecto
Amonio Bactericida y fungicida
Butirolactones Fungicida
Kanosamina Fungicida
HCN Bactericida y fungicida
Oligomicina Fungicida
diacetilpﬁlﬁr_oglucinol Fungicida
Viscosinamida Bactericida y fungicida
Zwittermicin Bactericida y fungicida

Fuente: Mujtaba-Babar et. al., 2016

1.4.2.3. Organismos fungosos como biopesticidas
Los organismos fungosos incluyen 65, 000 hongos verdaderos (Eumycota), 16,000

asexuales (también conocidos como mitospéricos o anamorfos), 889 organismos
pertenecientes al grupo SAR (Stramenophiles, Alveolata y Rhizaria) y Chromista, asi
como 960 Protozoa y Amoebozoa. En total se ha estimado que existen 2.5 millones de
organismos fungosos, de los cuales solo se ha identificado el 7 % y de estos 8, 000 son
patogenos (Kirk et al., 2008); es decir, aproximadamente 8, 000 especies generan
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enfermedad en sus hospedantes por que se alimentan de ellos o bien porque sintetizan

compuestos téxicos que enferman a su hospedante.

Esta propiedad ha sido aprovechada en la agricultura para la supresion de otros
patbgenos como insectos, bacterias, nematodos y otros hongos; por ejemplo, se ha
empleado Bauveria basiana para el control de coledpteros, Trichoderma sp. para suprimir
el crecimiento de Rhizoctonia, Fusarium, Phityum, Phytophthora, entre otros (Harman,
2005; Dominguesa et al., 2000), también se tiene registro de Lecanicillium lecanii, un
organismo entomopatdégeno y micoparasito que se ha empleado para el control de H.
vastatrix (Jackson, Skillman, & Vandermeer, 2012), al igual que Penicillium spp.,
Aspergilllus sp. (Haddad, Saraiva, Mizubuti, Romeiro, & Maffia, 2014). La ventaja del uso
de estos organismos es que Unicamente se requiere brindar condiciones de humedad y
temperaturas adecuadas para que desarrollen su ciclo de vida, ademas a diferencia de
las bacterias, no es necesario alimentarlos para que sobrevivan y sean efectivos (Mishra
et al., 2015).

1.4.2.4 Generalidades de microrganismos Rizosféricos

El termino Rizosfera fue propuesto por Lorenzo Hilter, quien lo defini6 como “el
compartimento del suelo influenciado por las raices de las plantas”, de este modo, la
rizosfera es una capa del suelo de apenas unos milimetros de espesor, que posee gran
variedad y cantidad de microorganismos (es de 10-100 veces mas rico en
microorganismos que el resto de los estratos), en ella se lleva a cabo la liberacién del 6-
21 % del carbono fijado y secretado por las raices, ademas es el lugar del suelo donde
ocurre la mayor parte de ciclos de nutrimentos asi como interacciones troficas
(Lugtenberg, 2015).

La extension y naturaleza de la rizosfera se ve influenciada por agentes abioticos como
pH, temperatura, tipo de suelo, humedad, concentracion de nutrimentos, entre otros, y
biéticos donde la interaccién hongo micorrizico-planta tiene particular importancia, pues
permite a las raices mayor area de exploracion en busca de nutrientes, brinda tolerancia
ante algunos agentes abioticos y genera interacciones con otros microorganismos,

transformado a la rizosfera en mico-rizosfera (Lugtenberg, 2015). Los beneficios
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proporcionados al suelo por la mico-rizosfera, asi como la interaccién entre planta-
microorganismos han sido aprovechados por el hombre en la obtenciéon de alimentos,
regeneracion o remediacion de suelos contaminados con metales, explotacién forestal,
produccion de ornamentales y adaptacion de cultivos a ambientes con condiciones

edéficas y climaticas desfavorables.

El ejemplo mas conocido de la aplicacion biotecnologica de esta interaccion es la
inoculaciéon de microorganismos rizosféricos (tanto hongos como bacterias) promotores
de crecimiento radical, asi como de absorciébn de nutrimentos (fésforo y nitrégeno
principalmente). Esta Ultima practica es considerada como biofertilizacion, pues se
compara el efecto en las plantas inoculadas con la fertilizacion; es decir, las plantas que
establecen asociaciones con organismos fungosos o bacterianos benéficos presentan
mayor crecimiento y desarrollo que aquellas que no lo hacen, tal como sucede cuando

una planta es fertilizada.

Especificamente en el cultivo de café, la inoculacibn con hongos micorricicos
arbusculares ha mostrado tener mayor aceptacién entre los productores pues la
colonizacion de estos hongos induce un cambio relativamente rapido y evidente en el
microambiente de las raices, de tal forma que se modifica el nicho ecoldgico de los
patdgenos que pueden atacar a la planta hospedera. Ademas, la colonizacion favorece
la lignificacion de las raices incrementando su volumen y resistencia, asi como la
activacion de mecanismos de defensa del huésped (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).
Guzman y Ferrera-Cerrato (1990) mencionan que este comportamiento es debido a que
la simbiosis establecida propicia un incremento de la absorcion de caracter fisico y esto
tiene como consecuencia mayor capacidad de las raices para absorber fésforo asi como

otros iones poco maviles.

En los siguientes apartados se presenta una revision sobre hongos micorricicos
arbusculares cuya finalidad es ambientar al lector sobre los pormenores de estos

organismos y su forma de interactuar con las plantas en general.
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1.4.2.5. Los Hongos micorricicos arbusculares (HMA)

Se define como micorriza a la relacion mutualista y tréfica establecida entre hongos y
plantas inferiores clorofiticas y aclorofiticas (como la araucaria albina). Los hongos
micorricicos establecen relaciones con raices y otros érganos vegetales como rizomas,
en el caso de plantas inferiores (orquideas por ejemplo) que carecen de raiz (Honrubia,
2009).

Estos organismos aparecieron en el mundo hace 462-353 millones de afios y
comenzaron a emplearse junto con cultivos nitrificantes por los Romanos en el afio 300
a. de C., pero fue hasta el afio 1881 que el patdlogo forestal Albert Bernard Frank acufié
el término micorriza a partir del vocablo griego myco, que significa hongo y del latin rhiza,
que quiere decir raiz (Felix, 2007). Para 1900, el botanico francés Bernard resalté su

importancia al estudiarlas en orquideas (Camargo-Ricalde et al., 2012).

Existen diferentes tipos de micorrizas en funcion de las especies fungicas y vegetales
gue establecen la asociacion y en funcidn de su estrategia nutricional, por lo que se tiene

dos grandes grupos de micorrizas (Smith y Read, 2008):

a) Las que forman manto fungico: referidas a aquellas que no tienen la posibilidad de
penetrar las células corticales de la raiz y por ende forman una capa en la superficie
de las raices jovenes donde se anclan. Teniendo esto en consideracion, las
estructuras de diagnéstico para este tipo de micorrizas son el manto fuangico o red de
Hartig y el micelio externo vegetativo que emerge a partir de las raices (Pérez-
Moreno y Red, 2004). Dentro de este grupo encontramos a las ectomicorrizas,
ectendomicorriza, micorriza arbutoide y micorriza monotropoide (Camargo- Ricalde
et al., 2012; Smith y Read, 2008).

b) Las que no forman manto flngico: Esta son capaces de penetrar en las células
corticales de las raices por lo que no se observa la formacion de mantos fungicos, en
este grupo encontramos a las micorrizas arbusculares, micorriza ericoide y

orquideoide (Camargo-Ricalde et al., 2012).

Los hongos micorrizicos arbusculares son los objetos de estudio de esta investigacion
puesto que son las mas ampliamente adaptadas con 150 especies identificadas (Bolafios

et al., 2000), se distribuyen principalmente en lugares con suelos arenosos, clima calido
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seco, calido humedo, y templado frio (Smith y Read, 1998, citados por Camargo-Ricalde
et al., 2012). En México los hongos micorrizicos estan presentes en todos los

ecosistemas, pero son mas abundantes en regiones boscosas o cultivos perennes.

A pesar de las diferentes clasificaciones y de su amplia distribucion, todos los hongos
micorrizicos establecen asociaciones con las raices vegetales donde se observa una
interface de contacto entre hifas y células vegetales, es en esta region donde se lleva a
cabo el intercambio de nutrientes (Honrubia, 2009) y se da una proteccion contra
patogenos edaficos (Camarena-Gutiérrez, 2012). Debido a la asociacion mutualista que
se establece, las especies vegetales que forman asociaciones con hongos micorrizicos
presentan una fisiologia y una ecologia diferentes de aquéllas que no forman esta
asociacion, siendo el mayor desarrollo radical un punto clave para la supervivencia de
una gran diversidad de especies vegetales en ecosistemas variados (Van der Heijden,
2002).

Los hongos que forman micorriza arbuscular, se ubican en el filum Glomeromycota,
subfilum Glomeromycotina y la clase Glomeromycetes. Hasta 2008 comprendia cuatro
ordenes, 11 familias y 25 géneros con alrededor de 240 especies (Rosendahl, 2008); sin
embargo para 2010 Arthur SchiRler y Christopher Walker realizaron una reclasificacion
de las especies, apoyandose en la filogenia molecular combinada con una evidencia
morfologica, por lo que hasta 2017 se considera aun cuatro ordenes (Glomerales,
Diversisporales, Paraglomerales y Archaeosporales), 11 familias (Glomeraceae,
Claroideoglomeraceae, Gigasporaceae, Acaulosparaceae, Entrophosporaceae,
Pacisporaceae, Diversispraceae, Paraglomeraceae, Geosiphonaceae, Ambisporaceae y
Archaeosporaceae) y 25 géneros definidos mas 9 que comprenden especies con
clasificaciones inciertas (Schuf3ler y Walker, 2010). En el Cuadro 3 se presenta la

clasificacion de los géneros mas estudiados, segun Montafio et al. (2007).

Como se puede observar los Glomerales es uno de los grupos mas estudiado. Estos se
caracterizan por tener esporas asexuales grandes e hifas cenociticas distribuidas en el
suelo, ademas se desconoce la diversidad genética de estas estructuras pues son
multinucleadas (Smith y Read, 2008). Su clasificacion se apoya en herramientas

moleculares y en la morfologia de las esporas, ademas los principales criterios para la
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delimitacién de especies son estructura de la pared, tamafio, forma, color, ornamentacion
de la hifa de sostén y de su oclusion. Para identificar adecuadamente a estos hongos es
necesario su propagacion en condiciones controladas, pues las esporas recolectadas
directamente de campo pueden estar dafiadas por parasitos y tener un aspecto fisico
variable (Varelay Trejo, 2001), en el Cuadro 4 se presentan las principales caracteristicas

morfoldgicas de los tipos de micorrizas mas importantes.
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Cuadro 3. Clasificacién de los hongos micorrizicos arbusculares mas estudiados (adaptado de Montafio et al., 2007).

. . Suborden o .

Orden Suborden Familia Géneros actual Familia Actual Género actual

Glomus
Glomus Glomerales Glomeraceae Rhizoglomus

Glomeraceae )
Glomineae . Rhizophagus
Sclerocystis Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Acaulospora Acaulosporaceae Acaulospora
Acaulosporaceae
Entrophospora
Sin Diversisporaceae Diversispra
Glomerales informacion & aglomaceae Paraglomus
. Diversisporales
Gigaspora Entrophosporaceae Entrophosporaceae

Gigasporineae  Gigasporaceae Gigasporaceae Gigaspora
gasp gasp Scutellospora Scutellospora
Pacisporaceae Pacispora

Sin Ambisporaceae Ambispora

. . Archaeosporaceae Archaeospora Archasporales

informacion Archaeosporaceae Arcahespora
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Cuadro 4.

Caracteristicas de los tipos de micorrizas mas importantes

Reino de micorriza

Hongo Micorriza Ectomicorriza  Ectendomicorriza Arbutroide Monotropoide Ericiode Orqueoide
Arbuscular
Con septo - + + + + + +
Sin septo + - - - - - -
C_:olonlzac:|on + i + 4 4 + +
intercelular
S/aba_ma - + +6 - +6 - + - -
fungica
Red (.je - + + + + - -
Hartig
Vesiculas +0- - - - - - -
Aclorofilada - - - - - - (excepto en
etapa adulta)
Taxa del Zigomycete Basidiomycete Basidiomycete Basidiomycet Basidiomycete Ascomycete Basidiomycete
hongo Ascomycete Ascomycete e
Bryofita
Taxa de la Pterofita Gimnospermae  Gimnospermae Erycales .
. : . Erycales Monotropaceae . Orchidaceae
planta Gimnospermae  Angiospermae Angiospermae Bryofita

Angiospermae

(+) Presencia; (-) ausencia; (+ 6 —) presencia en algunas especies. Fuente: Smith y Read, 2008.
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1.4.2.6 Diversidad taxondmica de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en
México

La diversidad de los HMA se manifiesta a nivel morfolégico, molecular, ecolégico y
funcional, encontrando probablemente mayor variedad en este ultimo nivel (Sanders et
al. 1999). Los estudios con HMA se han enfocado principalmente en determinar la
respuesta de la planta al hongo micorrizico sin considerar detenidamente al enddfito,
dando la impresion de que estos hongos son funcionalmente equivalentes, contrario a
esta suposicion, se ha demostrado que tienen una gran diversidad fisiolégica y
adaptaciones especificas a las condiciones ambientales-edaficas en las que se
desarrollan, por lo que es légico esperar también respuestas variadas (diversidad
funcional) cuando se establecen en condiciones especificas. Prueba de esto es que se
ha observado que las plantas micorrizadas se benefician en diferente magnitud
dependiendo de los HMA que las colonicen y las condiciones bajo las que se cultiven
(Smith y Read, 2008).

En México, regidos bajo el paradigma de la clasificacion por funcionalidad, se han
identificado 44 especies de HMA tan solo en 11 estados del centro y sur del pais, sin
embargo, debido a los objetivos de esta investigacion, solo nos enfocaremos en aquellos

identificados en el estado de Veracruz, donde se localizan el area de estudio.

En el Cuadro 5 se han colocado los seis géneros encontrados en sistemas naturales y
agricolas de dicho estado, alli se puede apreciar que en cafetales los HMA mas
frecuentes son Acaulospora mellea, Glomus occultum (Bolafios et al., 2000) y Glomus

clarum.

27



Cuadro 5. Especies de hongos endomicorrizicos arbusculares identificados en sistemas
agricolas y naturales en el estado de Veracruz y otros estados.

Especie Especie Sistema de recoleccion Estado de
(Nombre actual) (Nombre anterior) Agricola Natural Procedencia

Pastos, Dunas Chiapas, Edo. de

Acaulospora Acaulospora o
. . AZ costeras, México,
scrobiculata Trappe scrobiculata Trappe B
osque Veracruz
lluvioso
Acaulospora spinosa Acaulospora spinosa
M, H, F, A, Veracruz,
Walker y Trappe Walker y Trappe CE Tlaxcala
Gigaspora gigantea G'giiﬁgéiglnggmea
(T.H. Nicolson & Gerd.) Gerdemann) MFC, H, Tlaxcalay
Gerd. & Trappe, 1974 Gerdemann & Trappe , A, CF Veracruz
Gigaspora rosea Gigaspora rosea Selva humeda Veracruz
Nicolson & Schenck Nicolson & Schenck tropical
Gigaspora albida N.C.  Gigaspora albida N.C. DUNas Morelos,
Schenck & G.S. Smith  Schenck & G.S. Smith F, AZ Veracruz
costeras
Rhizophagus
fasciculatus (Thaxter)
Gerdemann & Glomus fasciculatum CE Veracruz
Trappeemend Walker & (Thaxt.) Gerd. & Trappe
Koske,
Funneliformis geosporus
(T.H. Nicolson & Gerd.) GIoMUS 4eosnorum Veracruz,
C. Walker & A. geosp CF Tlaxcala
Schluessler 2010
Corymblglomus Glomus globiferum Dunas
corymbiforme Veracruz
costeras
*Glomus halon Rose &  *Glomus halon Rose &
Trappe Trappe Pastos Veracruz
Cetraspora pellucida
(T.H. Nicolson & N.C. Scutellospora pellucida  MEC, M Tlaxcala 'y
Veracruz

Schenck) Oehl, F.A.
Souza & Sieverd.)

* Especies descritas en México. A: alverjon; AZ: cafia de azucar; CF: café; F: frijol; H: haba; M: maiz; MFC:
policultivo maiz-frijol-calabaza. Fuente: Sanders et al. 1999. Modificado por Herrera, 2018 con informacion
de The National Center for Biotechnology Information, 2018.
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1.4.2.4. Cultivo y multiplicacién de hongos micorrizicos arbusculares

Existe diferentes técnicas para el cultivo y multiplicacion de esporas de HMA; sin
embargo, la mas empleada es la de secuencia de cultivos usando plantas trampa (Trejo-
Aguilar et al., 2008).

Esta técnica consiste en incrementar hongos micorrizicos previamente colectadas e
identificados, mediante el establecimiento de muestras de suelo que contenga esporas
en condiciones protegidas, utilizando cultivos trampa o plantas hospedantes que de
preferencia deben ser micotréficas obligadas, como por ejemplo Brachiaria decumbens o
Pueraria phaseoloides (Bolafios et al., 2000); sin embargo, también se pueden usar
gramineas, leguminosas y alliaceas (Trejo-Aguilar, 1997). El tiempo para la multiplicacién
de MA nativas es variado pero este proceso termina cuando aparece micelio en la
superficie de las unidades multiplicadoras (Trejo-Aguilar et al., 2008) y en promedio se

requieren de nueve a doce meses.

Durante el proceso de multiplicacidén es necesario monitorear la viabilidad de las esporas
y el micelio mediante técnicas de tincion (Ferrera-Cerrato et al., 1993), ademas es

indispensable identificar los géneros presentes en el indculo.

El éxito de la multiplicacion de hongos endomicorrizicos radica en evitar contaminacion
por esporas de hongos ajenos a la muestra de interés, lo que se logra cubriendo la
superficie de los contenedores con peliculas plasticas. Ademas, es importante la nutricion
de los organismos que se desean incrementar, por lo que Trejo-Aguilar et al. (2008)
recomienda aplicar riegos con soluciones nutritivas deficientes en fosféro y nitrégeno.
Una de estas soluciones es llamada Log Ashton, cuya composicion (g-L™) es: 80.8 KNOs;
73.6 MgSO4 - 7H20; 188.8 Ca(NO3)2 - 4H20; 36.8 NaH2 PO4 -H20; 1.69 MnS0O4-H20; 0.25
CuSOg4 - 5H20; 0.29 ZnS0O4 - 7H20; 3.10 H3BOs ; 5.90 NaCl; 0.088 (NH4)sM07024 - 4H20;
4.9FeCeHs07 ; y 4.9 H3CeHs07 - H20. (Yépez-Hernandez et al., 2016).
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CAPITULO II: AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CONSORCIOS NATIVOS DE
HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son los mas ampliamente distribuidas en el
mundo, tanto geograficamente como filogenéticamente. Se considera que estos
organismos aparecieron aproximadamente hace 400-500 millones de afos, entre el
periodo Ordovicico y el Devoniano tardio, segun registros fésiles. Anteriormente se
pensaba que el ancestro comun de estos organismos pertenecia a la familia Glomaceae
(Filho et al., 2016), sin embargo gracias a los analisis filogenéticos basados en ITS
(Internal Transcriber Spacer), actualmente los hongos micorrizicos arbusculares se han

reclasificado del phylum Zygomicota, al Glomeromycota (Schifiler et al., 2001).

Los HMA forman simbiosis con raices de mas del 80 % de plantas terrestres y cuando se
establece una buena relacion simbiética, la planta presenta cambios en su fisiologia
debido a alteraciones en el balance hormonal, el cual tiene impactos en el metabolismo,
asi como en los mecanismos de defensa ante estrés bidtico y abiético (Filho et al., 2016).
Debido a este efecto de la simbiosis, la micorrizacion es una caractéristica deseada en
cultivos agricolas, sobre todo en aquellos que se encuentran establecidos en ambientes
edaficos no favorables, ya sea por la presencia de plagas, por deficiencia de nutrimentos
o por condiciones desfavorables relacionadas con alguna caracteristica fisico- quimica

del suelo.

El café es una planta micotréfica obligada por tal motivo su asociacion con HMA es
indispensable, sin embargo la inoculacion asistida, priorizando la asociacién con ciertos
géneros micorricicos, permite controlar la incidencia o severidad de ciertos patégenos,
por ejemplo se tiene registro de que la inoculacién de plantas de café con el género
Rhizophagus sp. redujo la incidencia de Fussarium en aislados de hojas, ademas al
inocular plantas micorrizadas y crecidas in vitro con Fussarium, este hongo no se mostro

como patogeno (Rézacéva et al., 2017).

La inoculacion con HMA es una practica ampliamente estudiada y también se ha
comprobado la adquisicion de resistencia a infestaciones de nematodos e infecciones de

la raiz, no obstante el comportamiento de plantas micorrizadas ante el ataque de
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enfermedades de la filosfera como la roya, no se encuentra ampliamente documentada
y tampoco existen registros de la diversidad de colonias de hongos micorricicos
arbusculares en plantas de café infestadas y no infestadas o bien de distintas variedades,
por esta razon en este capitulo se abordara la metodologia seguida para la
caracterizacion de consorcios nativos de micorrizas arbusculares presentes en plantas
de las variedades Typica, Bourbon, Geisha y Garnica asi como el aislamiento y
multiplicacion de aquellos aislados en la variedad Typica para la obtencion de un inoculo
que sera probado posteriormente (ver Capitulo V). El objetivo de este capitulo también
es la comparacion de la diversidad de HMA presentes en arquetipos de café variedad
Typica, infectadas con roya contra la diversidad presente en las plantas tipo no

infectadas.

2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. Ubicacién y descripcion del area de muestreo

Se seleccionaron cuatro parcelas pertenecientes al municipio de Ixhuatlan del Café,
Veracruz. La eleccion de estas obedecio al interés de los productores y a las variedades
de café que se encontraban establecidas en ellas. La identificacion de las parcelas se
presenta en el Cuadro 6 y en la Figura 3.

Cuadro 6. Identificacion general de las parcelas muestreadas

. Ubicacion Nombre de la Variedad de
Localidad P
parcela Café
Zacamitla -96°55 7.62°" Ny19°03 24" W La Barranca Garnica
Zacamitla -96°55°41.8""y19°03 58.14" La Barranca Bourbon
Zacamitla -96 °54° 49.08" Ny 19°05 4.44" W Roja Geisha
Zacamitla -96° 55" 9.42" N y 19° 03" 24”"W El Plan Typica
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Figura 3. Ubicacion del area de estudio

El area de muestreo tuvo una superficie aproximada de 100 m? por variedad de café,
tomando 20 plantas por area muestreada (diez plantas sanas y diez enfermas para el
caso de la variedad Typica, mientras que para las otras variedades se tomaron diez
plantas sanas al azar). Estos pardmetros se definieron segun lo recomendado por

Martinez-Pamatz y Soriano-Fajardo (2014).

2.1.2. Método de muestreo

Debido al interés de los productores por las todas las variedades de café abordadas en
esta investigacion y porque la Typica es la mas susceptible al ataque de roya, pero al
mismo tiempo la que mejor calidad taza posee, se siguieron dos métodos de muestreo,

segun la variedad de café y estos se describen a continuacion.

De la variedad Typica, se muestrearon diez plantas tipo sin sintomas de infeccion por

royay diez mas con sintomas severos de esta (Figura 4), esto con la finalidad, de estudiar
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la diversidad de hongos endomicorrizicos presentes en plantas sanas y contrastarla con

la de plantas enfermas.

(A) (B)

Figura 4. llustracion de cafeto sin sintomas de infeccién (A) y con sintomas severos de
infeccién de roya (H. vastatrix) (B).

Las plantas muestreadas fueron seleccionadas en areas al azar de una misma parcela
donde las condiciones edéaficas y de relieve eran homogéneas. De cada planta
seleccionada se obtuvieron dos muestras compuestas de suelo (una a 15 cm y otra a 30
cm de distancia radial del tronco, ambas a 15 cm de profundidad), las cuales se
conformaron por tres submuestras tomadas en direccion norte, sur-este y sur-oeste,
teniendo como eje al tronco de la planta, tal como se representa en la Figura 5. El
muestreo se disefid de esta manera pues se reporta que el mayor niumero de raices
absorbentes y que forman asociaciébn con hongos micorrizicos, se encuentran en las

distancias especificadas en la metodologia (Bolafios-B. et al., 2000).

Norte

|

15cm N
l 0-15 cm de

30 profundidad

Sur-oeste Sur-este

Figura 5. Direccion, profundidad y distancias radiales para la toma de submuestras.
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Cada muestra compuesta pesé aproximadamente 3 Kg de suelo y 100 g de raices en

fresco, tal como lo recomienda Bolafios-B. et al. (2000) y Trejo-Aguilar (1997).

Para las variedades de café Bourbon, Garnica y Geisha se muestrearon diez plantas
sanas al azar por variedad, siguiendo la misma metodologia de orientacion y profundidad
con la que se obtuvieron las muestras de la variedad Typica pero con la diferencia que
en esta ocasion se obtuvo una sola muestra compuesta por variedad de café y planta
tipo; es decir, las muestras compuestas obtenidas de plantas de una misma variedad y
planta tipo, se mezclaron, posteriormente se homogenizaron por cuarteo hasta obtener
una muestra de aproximadamente 2 Kg de suelo y 80 a 100 g de raices por variedad de
café.

Para ambos métodos de muestreo, se realiz6 la caracterizacion fisico-quimica en 500 g
de suelo, en los 2.9 Kg restantes se realizo la identificacion de esporas y la multiplicacion
de consorcios con fines de identificacion morfolégica. En las muestras de raices se llevo
a cabo la identificacion de colonizacion micorricica mediante clareo y tincién, asi como la

determinacion del porcentaje de colonizacion.

2.2. Deteccion de estructuras micorricicas

La deteccion de esporas, vesiculas u otras estructuras micorricicas se realizd en
muestras de suelo y raices obtenidas en las parcelas descritas anteriormente. Las raices
se procesaron por clareo-Tincion (técnica descrita por Bolafios, 2000 y Trejo, 1997); es
decir, se separaron por variedad y sintomatologia del hospedero, después se lavaron con
agua corriente hasta eliminar los residuos de suelo, se eligieron las raices mas delgadas
mismas que se clarearon con KOH al 10 % por tres dias, cambiando el reactivo cada vez
gue este pasaba de un tono traslucido a café o amarillo. EI KOH se retird, se enjuagaron
las raices con agua destilada y se aplicé peroxido de hidrégeno al 10 % por cuatro horas,
se enjuagaron con agua destilada y se sumergieron en HCL al 10 % por media hora mas.
Finalmente las raices se colocaron en una solucion de azul de tripano al 0.05 % durante
una hora, se eliminé el colorante y se pasaron a lactoglicerol limpio o agua destilada para

su observacién en microscopio optico.
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2.2.1 Extraccién de esporas en el suelo

Para esta variable se realiz6 un tamizado en humedo y filtracion combinado con la técnica
de flotaciébn en sacarosa, para lo cual se diluyeron 50 g de suelo de rizosfera seco
(proveniente de las macetas de multiplicacion) en 1000 mL de agua corriente, se agito
vigorosamente por cinco minutos, se dejo reposar por 10 segundos y el sobrenadante se
tamiz6 en mallas de 50, 100, 250 y 750 um, la fraccion de suelo obtenida de los tamices
250 y 750 um se recogié con agua destilada de una piseta y se colocé en tubos para
centrifuga. Se centrifug6é durante 5 minutos a 2000 rpm y se retird el sobrenadante de
los tubos, al precipitado se le agregd sacarosa al 70 %, se agitdé nuevamente con una
varilla de vidrio y se volvié a centrifugar a 1 500 rpm durante 35 segundos. Finalmente el
precipitado se recogio, se enjuago en un tamiz de malla pequefia (750 um de abertura) y

se filtr6 en papel para observar al microscopio estereoscopico (Trejo-Aguilar et al., 2008).

2.2.2 ldentificacion de esporas

La identificacion se realizé a partir de 10 muestras obtenidas del suelo de plantas sanas
y 10 muestras de plantas enfermas, asi como de un muestreo posterior en 10 macetas
de multiplicaciébn donde se establecié suelo de plantas sanas y 10 mas con suelo de

plantas enfermas.

La identificacion fue morfolégica, separando los consorcios micorrizicos obtenidos en el
tamizado humedo, lavandolos con suficiente agua para evitar ruptura (plasmalisis). La
suspensiéon se colocé en una caja Petri cuidando que no se desecara pero que se

distinguieran las esporas en el microscopio estereoscoépico.

El proceso de identificacion obedecio al descrito por Trejo-Aguilar et al. (2008), es decir;
se seleccionaron esporas que no presentaban dafio mecanico posteriormente se
separaron de acuerdo a su color, tamafio, forma y tipo de hifa de sostén. Finalmente se
observd la ornamentacion, el numero y grosor de las capas que conforman la pared de

la espora, asi como su contenido citoplasmatico (Trejo-Aguilar et al., 2008).

Después de seleccionar y clasificar las esporas se fijaron de 10 a 15 de cada clase
encontrada, en portaobjetos con reactivo Mezler y se observaron en el microscopio para

realizar mediciones e identificaciones con base en las descripciones de la pagina web del
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International Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mychorrizal Fungi (INVAM)*
(Morton, 2017).

2.2.3. Determinacion de colonizacién y diversidad

Para obtener indicadores de diversidad y distribucion de especies se calculé lo siguiente
en muestras provenientes de suelos de plantas sanas y enfermas, asi como de macetas
de multiplicacion: Frecuencia de aislamiento (% IF = No. de muestras en las que se aisl6
una especie determinada / No. total de muestras) x 100), abundancia relativa (RA = No.
de esporas de la especie i / No. total de esporas) x 100), valor de importancia (IV = (IF +
RA)), porcentaje de colonizacion, densidad de esporas expresado como numero de
esporas/100 g de suelo, indice de diversidad de Shannon (H) y el indice de diversidad
Simpson (D).

Para la determinacion del porcentaje de colonizacién de las raices micorrizadas, se
observaron en un microscopio optico 100 segmentos de cada tratamiento. A cada
segmento donde se observo la presencia de hifas, vesiculas o arbusculos, se le dio el
valor de uno (a cada estructura observada) y con el conteo obtenido se estimo el

porcentaje de colonizacién con la siguiente formula:

No. de campos colonizados
100

% de colonizacion= X
No. total de campos observados

Los datos obtenidos del porcentaje de colonizacion en raices se transformaron utilizando
la formula (% de colonizacién +0.5)°5 (Alves et al., 2010) y se procesaron con el sofware
SAS® version 9.0 (SAS Institute Inc. Campus Drive, Cary, North Caroline, USA) con
Andlisis de varianza (ANDEVA) y pruebas de comparacion de medias Tukey (p=0.05).

La densidad de esporas se determiné por tamizado, centrifugacion con sacarosa y conteo
(método descrito en el punto 2.2.1 de este documento), el resultado se transformo
mediante la ecuacion logx +1 (Menezes, Silva, Queiroz, Félix, & Yano-melo, 2016) para
cumplir con los supuestos de normalidad. La férmula para el calculo y estandarizacion de

esta variable fue (Sieverding, 1993):

*Informacién disponible en la pagina http://fungi.invam.wvu.edu/the-fungi/species-descriptions.html.
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esporas contadas Pi
) — x 100) +1

log (No. de esporas = ( * Pf

peso de la muestra
Donde:

Pi: peso inicial de la muestra usada para determinar humedad
Pf: peso final de la muestra para determinar humedad.

Por otro lado, para muestras provenientes de macetas de multiplicacién se realizaron
tinciones de esporas con tetrazolio, para contar el nimero de esporas viables, siguiendo
la metodologia descrita por Trejo-Aguilar et al. (2008). Es resultado también se
transformé como ya se ha descrito en el parrafo anterior y tanto el resultado de densidad
de esporas como el de densidad de esporas viables, se procesaron por separado con el
sofware SAS® version 9.0 (SAS Institute Inc. Campus Drive, Cary, North Caroline, USA)
con Andlisis de varianza (ANDEVA) y pruebas de comparacion de medias Tukey
(p=0.05).

El indice de Shannon-Weiner y el de Simpson reflejan la diversidad de especies que se
pueden encontrar en una comunidad, por lo tanto su calculo también sirve para
determinar qué tan equitativa o no es la distribucion de dichas especies en una muestra.
Las ecuaciones para la determinacion del indice de diversidad de Shannon-Weiner y el

indice de Simpson se presentan enseguida:

indice de Shannon-Weiner (H) = =Y. p;In(p;)
Donde:
pi: Abundancia relativa de especie i calculado como ni/N
ni: Numero de individuos de especie i... i=1, 2, 3,..., niumero de especies

N: NUumero total de individuos
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indice de Simpson (D) = Y. p; * p; 0 bien D = ¥ p?
Donde:
pi: Abundancia relativa de especie i calculado como ni/N
ni: NUmero de individuos de especie i... i=1, 2, 3,..., numero de especies
N: Numero total de individuos.

Finalmente se ejecutd analisis de conglomerados sobre la frecuencia de esporas de cada
género aislado para construir un dendrograma que muestra similitud entre comunidades
endomicorricicas de las plantas sanas y enfermas. La agrupacion se hizo utilizando la

distancia euclidiana al cuadrado haciendo uso del software SPSS, version 20.0.

2.2.4. Obtencion de consorcios de hongos endomicorricicos (multiplicacion de
consorcios)

Se empled el método descrito por Siverding (1993), para lo cual se llenaron macetas de
1 Kg, con 500 g de arena de banco lavada y estéril; en la superficie se coloc6é una capa
de aproximadamente 300 g de suelo recolectado y se cubri6é con 150 g de arena estéril.
Se emplearon cinco repeticiones (cinco macetas) por muestra de suelo proveniente de
plantas sanas y cinco para suelo extraido de plantas enfermas de la variedad de café
Typica, y Unicamente una repeticion para las muestras de suelo obtenidas de variedades
de café distintas a la Typica (pues de las variedades estudiadas distintas a Typica solo
interesaba tener una caracterizacion y no un inoculo), en un disefio completamente al

azar.

Como especies trampa se establecié maiz y frijol, se dejaron germinar y crecer por tres
meses, regando cada seis dias con 50 mL de solucién nutritiva Long Asthon deficiente

en fosforo (Yépez-Hernanadez et al., 2016).

Después de tres meses, se identificaron las especies y géneros de hongos micorrizicos,
se contabiliz6 el nUmero de esporas viables y porcentaje de colonizacién en raices de
maiz y frijol, asi como el conteo de nematodos por maceta, realizando el analisis

estadistico descrito en el punto 2.2.3.
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Para aquellas macetas donde se observaron nematodos, se aplicé directamente a suelo
la dosis recomendada para cereales en la etiqueta de carbofuran (Furadan®), con la

finalidad de controlar a dichos organismos.

2.2.5. Inoculacién y aclimatacion de consorcios micorricicos arbusculares en
semillas de café

Después de establecer las macetas de multiplicacion y evaluarlas con los parametros
descritos en el punto 2.2.3, se seleccionaron aquellas que presentaron mayor nimero de
esporas viables, mayor porcentaje de colonizacion y nulo nimero de neméatodos por

muestra de suelo.

En las maceta seleccionadas se cort6 la parte aérea de las plantas establecidas en ellas
y se suspendié el riego por aproximadamente 10 dias para favorecer la esporulacion y

obtener un inoculo.

Para el inoculo proveniente de suelo de plantas sanas, se mezclo el suelo obtenido de
las macetas de multiplicacion seleccionadas y se homogeneizo por cuarteo, se tomé una
muestra de 100 g y se determind la densidad de esporas para tener una idea de cuantas
unidades por gramo de suelo inoculariamos a las semillas de café. Se realizé lo mismo

para el inoculo obtenido de suelo de plantas enfermas.

Una vez obtenido y evaluado el inoculo se adicioné a 40 semillas de café variedad Typica
(20 semillas con inoculo obtenido de suelos de plantas sanas y 20 semillas con inoculo
de plantas enfermas) en un semillero dividido en dos y establecido de acuerdo con las
recomendaciones del manual practico y técnico de cafeticultura organica (CICADES y

Fundaciéon Malongo, 2016).

Una vez que las semillas germinaron y aparecieron plantulas, estas se dejaron madurar
durante dos meses, posteriormente se transfirieron a macetas que contenian 1.5 Kg
arena esteéril y 500 g del suelo del semillero, para conservar los consorcios de cada

tratamiento.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Caracterizacion general de suelo

Las caracteristicas fisicas de los suelos muestreados corresponden con lo mencionado

con los propietarios de las parcelas, en el Cuadro 7 se presenta la descripcion de los

suelos.

Cuadro 7. Caracteristicas fisicas y de uso de suelos muestreados

. _ .. Nombre dela Variedadde  Tipo de o -
Ubicacion . Caracteristicas fisicas generales
parcela Café suelo
. . Cambisol Suelos poco profundos (no mas de 60 cm), color
Zacamitla La Barranca Garnica P i .
Haplico café oscuro, con textura arcillosa-arenosa Yy
) . I
Zacamitla  La Barranca Bourbon C:glwotﬁlcsgl densidad aparente (Dap.) de 0.77 g cm™.
Suelo poco profundo (no méas de 60 cm), color rojizo
Luvisol en la superficie y pardo después de los 30 cm de
Zacamitla Roja Geisha Cromico  profundidad, textura arcillosa-limosa y Dap. de 0.76
(Cutanico) gcm™.
Cambisol Suelo profundo (mas de un metro) color marrén
Zacamitla El Plan Typica Crémico  oscuro, textura arcillosa-arenosa y Dap. de 0.84 g
Vértico  cm™.

En el Cuadro 8 y Cuadro 9 se presentan las caracteristicas quimicas generales, segun

las cuales, los suelos pertenecientes a las parcelas El Plan y La Barranca, tienen pH

neutro, mientas que el de la parcela La Roja es fuertemente acido (Litelier, 1967), segun

su conductividad eléctrica (C.E.) ningun suelo presenta efectos por salinidad (Richars,

1962), todos los suelos se clasifican como ricos en nitrégeno (N total) (Tavera, 1985),

pobres en fésforo (P) determinado con el método Mehlich 1 (CSTPA, 1980, citado por

Etchevers, 2010), medios en calcio (Ca), magnesio (Mg) y potasio (K) intercambiables

extractados con acetato de amonio (Etchevers, 2010).

Cuadro 8. Caracteristicas quimicas generales de los suelos muestreados

Parcela oH C.E. N total *K *Ca *Mg *Na
dSm? ) I ——— (ppm)

El plan 6.52 0.69 0.17 1.69 35.45 580 88.7 4.1

La Barranca 6.49 0.51 0.19 1.73 27.91 328 134.87 3.46

6.49 0.53 0.19 1.73 21.4 328 134.86 4.33

Roja 4.24 0.48 0.18 1.77 38.67 136 59.54 4.43

* Elementos solubles.
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Cuadro 9. Contenido de elementos intercambiables en los suelos muestreados.

Ca Mg K
Parcela " (meq g'') -
El Plan 54 1.0 0.24
La Barranca 2 1.03 0.69
2 0.97 0.18
Roja 4 2.0 0.25

La baja concentraciéon de fosforo expone al suelo a erosion en caso de establecimiento
de variedades de café bajo el esquema de sombra cero, pues al modificar la diversidad
de cobertura vegetal hacia un monocultivo intensivo se afecta la dindmica de absorcion
y reposicion de este elemento provocando que las caracteristicas de pH y solubilidad de
otros nutrimentos cambie, una vez que las caracteristicas quimicas del suelo se modifican
también lo hacen las fisicas (Etchevers, 2010) lo que implica mayor gasto por fertilizacion
e insumos para mantener la misma productividad; sin embargo para el uso actual que
tienen, son adecuados para el desarrollo de organismos benéficos, sobre todo micorrizas,

las cuales favorecen la absorcion de fésforo por su hospedante (Swamy et al., 2016).

2.3.2. Inventario de especies de hongos micorrizicos por variedad de café
La identificacion de las esporas se realizd Unicamente a nivel morfoldgico, basado en las
descripciones y articulos originales disponibles en la pagina web del INVAM y se reportan

datos obtenidos de muestras de maceta de multiplicacion.

En el Cuadro 10 se presenta un inventario de los géneros y especies encontrados en las
distintas variedades de café muestreadas y en la Figura 6, los géneros mas

representativos.
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Cuadro 10. Géneros y especies de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) aisladas en cuatro
variedades de café cultivados en Ixhuatlan del café, Veracruz.

Variedad Genero de MA

de café aislado Especies
Ac. foveata, Ac. scrobiculata, Ac. mellea, Ac. laevis, Ac. delicata, Ac.
Acaulospora . . .
capsicula, Ac. spinosa, Ac. lacuosa, Ac. remhi, Ac. sp.
Ambispora Am. leptoticha
Claroideoglomus ClI. lamellosum, CI., entunicatum, Cl. luteum, CI. claroideum, CI. sp
Denticustata  D. biornata
Diversispora  D. tortuosa, spl., sp2, sp3
Entrophospora En. infrecuens
Typica Funneliformis  Fu. mosseae, Fu. coronatum
Gigaspora Gi.sp 1y Gi. sp2
Glomus Gl. spl
Paraglomus  Pa. spl
Racocetra Ra. verruculosa
Rhi Rh. fasciculatus, Rh. manihotis, Rh. irregularis, Rh. intraradices, Rh.
izophagus
clarus, Rh. sp
Septoglomus  Se. deserticola
Sclerocystis  Sc. sinuosum
Acaulospora  Ac. spinosa, Ac. scobiculata, Ac. foveata, Ac. mellea
Glomus Gl. hoy
Bourbon Rhizophagus  Rh. manihotis
Sclerocystis  Sc. sinuosum
Acaulospora  Ac. mellea, Ac. scobiculata, Ac. foveata
Denticustata  D. spl
Glomus Gl.sp1,Gl.sp2
Garnica  Rhizophagus  Rh. manihotis, Rh. sp 1
Septoglomus  Se. Deserticola
Acaulospora  Ac. foveata, Ac. spinosa, Ac. mellea
Entrophospora En. infrecuens
Geisha Glomus Gl. lacteum

Rhizophagus
Sclerocystis

Rh manihotis, Rh. sp 1
Sc. sinuosum
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Figura 6. Algunas especies de HMA identificados en cafetos veracruzanos. a Acaulospora
spinosa; b A. scrobiculata; ¢ A. laevis; d Acaulospora sp.; e A. foveata; f A. mellea; g Sclerocystis
sinuosum; h Rhizophagus manihotis; i Rhizophagus sp.; j Paraglomus sp.; k Denticustata
reticulata.
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2.3.3. Colonizacion y diversidad de esporas

Para la variable de porcentaje de colonizacion en raices obtenidas a 15 cm y 30 cm de
distancia radial de plantas de café, no se observan diferencias significativas (5.12 £ 0.4y
5.31 + 0.2, respectivamente para plantas sin sintomas de infeccion, asi como 4.93 £ 0.1
y 4.93 £ 0.1 para las enfermas), por lo que resulta indistinto realizar el muestreo de suelo
y raices a profundidades de 15 cm o 30 cm, tal como lo recomienda Trejo-Aguilar (2008).

No se presentan datos de porcentaje de colonizacién en macetas de multiplicacion ni de
indices de diversidad debido a la perdida de datos generada por la huelga de la STAUAChH
del 2017.

Por otro lado al calcular el indice Shannon-Weiner, cuyo valor superior a tres indica
diversidad, se encontr6 que las poblaciones de hongos micorrizicos arbusculares
presentes en plantas con sintomas y sin sintomas, no son diversas, ademas no se
encontraron diferencias significativas (p= 0.05) entre ellas. Lo mismo ocurre cuando se

calcula el indice de Simpson (D), en donde un nimero menor indica mayor diversidad.

Sin embargo, la densidad de esporas y el porcentaje de colonizacién de raiz fueron
superiores en plantas sin sintomas, excepto para plantas de café variedad Garnica y
Geisha (en esta Ultima no se encontraron plantas enfermas, por eso no se reporta
comparacion) (Cuadro 11). Especificamente para la variedad Typica, la densidad de
esporas no transformada fue 186.26 superior en plantas sanas y un 1.31 % mayor en

cuanto a la colonizacion (Cuadro 11 y Cuadro 12).

Cuadro 11. Porcentaje de colonizacién transformado, en raices de café en distintas variedades

Planta sin sintomas de infestacion Planta con sintomas de infestacién

. Colonizacion . Colonizacion DMSH
Variedad (%) Variedad (%)
Cr 7.70 af Cr 6.39b 0.73
B 6.84 a B 6.28 b 0.61
Ga 5.99b Ga 6.96 a 1.02
GE 5.99 - - -

Cr: Criollo o Typica; B: Bourbon; Ga: Garnica; GE: Geisha. TGrupos con la misma letra dentro de la misma
fila no representan diferencia significativa DMSH (p=0.05). Test de comparacién de medias Tukey.
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Cuadro 12. Densidad y Diversidad de esporas en plantas de café variedad Typica

Densidad de Densidad de

. No. de esporas esporas Indice de In_dice de
Tratamiento L Shannon- Simpson
especies  (Esporas/100 transformado Weiner (H) (D)
g de suelo)
Crs 21.75 at 661.68 3.83a 229 a 0.117 a
Cre 22.75 a 475.42 3.65b 2.64 a 0.089 a
DMSH 11.04 - 0.14 1.255 0.060

Crs: planta sin sintomas, Cre: planta con sintomas. t Grupos con la misma letra dentro de la misma columna
no representan diferencia significativa DMSH (p=0.05). Test de comparacion de medias Tukey.

Resultados similares se reportaron, en cuanto a los indices de diversidad y al porcentaje
de colonizacién, en la investigacion realizada por Thagoraju (2008), quien inocul6 plantas
con HMA y con el patégeno Pratylenchus coffeae, obteniendo ademas mayor
sobrevivencia y mejor desarrollo de plantas cuando estas habian sido inoculadas con

Rhizophagus clarus y Acaulospora mellea.

De este modo el menor porcentaje de colonizacion en plantas con sintomas se debe
posiblemente a los cambios bioquimicos que ocurren en plantas infestadas. Pues cuando
el proceso de infeccion inicia, la abundancia de enzimas hidrolasas de azUcares y
carbohidratos disminuye, alterando el flujo de crabono hacia la raiz, posterior a la
infeccion se activan proteinas relacionadas con la defensa de la planta impidiendo la
entrada de otros hongos fitopatdgenos y también afectando la asociacién con hongos

endomicorrizicos (Talhinhas et al. 2017).

Los cambios bioguimicos ocurridos en una planta después de que se establece la
simbiosis tienen como consecuencia una modificacion de la estructura del 6érgano
infectado, asi como de la planta en general (Camarena-Gutiérrez, 2012), lo cual se
corrobord en esta investigacion al observar un arreglo diferencial entre las raices de
plantas micorrizadas con consorcios provenientes de plantas de café con roya en
comparacion de las raices de plantas inoculadas con muestras de suelo de plantas no

infectadas (Figura 7).
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Figura 7. Estructura diferencial de raices micorrizadas. A) Estructura de raiz de planta de café
(C. arabica L.) var. Typica inoculada con consorcios provenientes de plantas sin sintomas de roya
y B) Raiz de planta de café inoculada con consorcios provenientes de plantas con sintomas. C)
y D) Vesiculas observadas en raices clareadas y teflidas de plantas inoculadas.

Por otro lado, cuando los datos de abundancia relativa e indice de frecuencia se calculan,
se puede observar que los géneros Acaulospora y Rhizophagus son predominantes en
todas las variedades de café muestreadas en esta investigacion (Cuadro 13). Estos
resultados fueron obtenidos de macetas de multiplicacion y concuerda con lo reportado
por Arias et al. (2011) quienes ademas reportaron similar diversidad de géneros
micorricicos en distintos sistemas de produccién de café lo cual, segun esta

investigadora, sugiere que algunas practicas agricolas realizadas en huertas de café
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influyen en la abundancia y composicion de consorcios micorricicos nativos, lo cual
también modificaria su dinamica y funcién tréfica.
Cuadro 13. Numero absoluto de esporas, indice de frecuencia (% IF), abundancia relativa (%

RA) e indice de valor (%l1V) de especies endomicorricicas presentes en huerta de café variedad
Typica

No. Arquetipo

Especie absoluto donde se 7 RA v Estatus

de NANINCD (%) (%)

esporas aislo

Acaulospora 651 S, E 100 32.78 66.39 DOM
Ambispora 40 S, E 40 2.01 21.01 COM
Clareideoglomus 159 S, E 80 8.01 44.00 COM
Diversispora 115 S, E 70 5.79 37.90 COM
Denticustata 10 E 10 0.50 5.25 RARA
Entrophospora 11 E 10 0.55 5.28 RARA
Funeliformis 13 E 20 0.65 10.33 COM
Gigaspora 20 S, E 50 1.01 25.50 COM
Glomus 109 S, E 60 5.49 32.74 COM
Paraglomus 28 S 10 141 5.70 RARA
Racocetra 78 S, E 80 3.93 41.96 COM
Rhizophagus 620 S, E 100 31.22 65.61 DOM
Sclerocystis 19 S, E 70 0.96 35.48 COM
Septoglomus 113 S, E 60 5.69 32.84 COM

S sin sintomas de infeccién; E con sintomas de infeccién; DOM dominante; COM comun, RARA poco
comun.

Para el caso de las parcelas muestreadas, son comunes las aplicaciones de fungicidas
cuyo ingrediente activo principal es el cobre, este elemento afecta diferencialmente a las
especies de hongos micorrizicos, sin embargo los géneros Rhizophagus y Acaulospora
son mas resistentes a estos compuestos activos (Aleksandrowicz-Trzcinska et al., 2017);
esta podria ser otra razon por la que ambos géneros sean mas abundantes en las huertas
muestreadas, ademas de que una vez multiplicadas Rhizophagus y Acaulospora son las
especies que mejor se adaptan a condiciones edaficas cambiantes y por lo tanto tienen
mayor probabilidad de sobrevivir en comparacion con otras especies de hongos

micorizicos (Aleksandrowicz-Trzcinska et al., 2017) .
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La dinamica y funcion de los hongos endomicorrizicos depende en gran medida de los
elementos quimicos disponibles en el suelo, por ejemplo altas concentraciones de fosforo
se ha correlacionado con la disminucion del establecimiento y efectividad simbidtica
(Swamy et al., 2016). A su vez, altas concentraciones de nitrégeno en suelo o cultivos
asociados con leguminosas favorecen la presencia de poblaciones de Acaulospora
(Muleta et al., 2007), no obstante, este género también se ha relacionado con el
incremento en la conductancia estomatica y tasa de transpiracion (Augé, 2004) lo que
mejora la eficiencia de las plantas para el aprovechamiento de agua en condiciones de
sequia, pero también incrementa la posibilidad de infeccion por patégenos via

estomatica.

Los géneros Rhizophagus, Paraglomus, Septoglomus y Glomus son reconocidos en la
industria de biofertilizantes por su versatilidad, gran capacidad de adaptacion a distintos
tipos de suelos y ambientes, asi como por su persistencia en campos de cultivo durante
varios ciclos agricolas, sin embargo los compuestos especificos que permiten el
establecimiento simbidtico de estos géneros con sus hospedantes no se encuentran
reportados, Unicamente existe la hipétesis de que son distintos a los empleados por otros
géneros micorricicos pues existe respuesta diferencial entre plantas inoculadas con ellos

y otros géneros (Andrade, Mazzafera, Schiavinato, & Silveira, 2009).

Otro resultado importante en este apartado, es que a pesar de que tanto Acaulospora
como Rhizophagus son predominantes en todas las variedades de café, el primero es

mas frecuentes en plantas con signos de infeccion con roya o enfermas, mientras que el
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Figura 8. Especies de hongos micorrizicos y su frecuencia de aparicion (%) en arquetipos de
cafetos variedad Typica.

Ademas en el grafico del analisis jerarquico de conglomerados que muestra la relacion
entre las frecuencias de los hongos endomicorrizicos aislados, se puede observar que
los géneros predominantes se unieron en dos grupos (Figura 9); Grupo a y Grupo b. El
primero formado por 1 (Acaulospora presente en planta con signos de infeccién con roya)
y 14 (Rhizophagus asociado con plantas sin signos de infeccion), este conjunto muestra
la mayor frecuencia de aparicion del género endomicorricico correspondiente y grupo b
formado entre 2 (Acaulospora en plantas con signos de infeccion) y 13 (Rhizophagus con
plantas sin signos de infeccion), éste Ultimo representa las menores frecuencias de
aparicion en cada género especificado.
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Combinacion de clister de distancia re-escalada
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Figura 9. Dendrograma de analisis jerarquico de clusters basado en la similitud de frecuencias
entre los géneros de hongos endomicorrizicos identificados en plantas de café var. Typica con
sintomas de infeccién por roya (SAN) y sin sintomas (ENF), donde los niumeros del eje Y indican
la formacion de un grupo por especie. 1 y 2 son Acaulospora con mayor y menor frecuencia
respectivamente; 13 y 14 son Rhizophagus con menor y mayor frecuencia, respectivamente.

Este comportamiento también puede deberse a las diferencias de calidad y cantidad de
compuestos que liberan las plantas colonizadas con cierto género de hongos
endomicorrizicos, los que afectan las poblaciones microbianas del suelo, asi como la
susceptibilidad del hospedante al ataque de patégenos especificos. Por ejemplo la
inoculacién con Rhizophagus en meldn, tomate y banano mostré brindar resistencia a
patdogenos como Colletotrichum, Alternaria y Patrylenchus (Lee et al., 2005; Elsen et al.,
2008), sin embargo, este mismo género micorricico manifesto tener afinidad por colonizar

raices de durazno infestadas con Meloidogyne incognita (del Mar Alguacil et al. 2011).
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2.4. CONCLUSIONES

En este apartado se logré caracterizar la poblacion de hongos endomicorrizicos
presentes en café de distintas variedades tales como: Criollo (var. Typica), Bourbon,
Garnica y Geisha. Para el caso de la primera variedad se encontré una baja colonizaciéon
en muestras que provenian de plantas sanas y enfermas. Sin embargo el porcentaje de
colonizacion y el numero de esporas hallados en plantas sanas, fue superior por 5.58 %

y 186.26 esporas/100 g, en comparacion con lo encontrado en plantas enfermas.

Otro resultando fue que existen dos géneros de hongos endomicorrizicos importantes por
su abundancia y posible efecto sobre la salud de las plantas. Uno de ellos es
Acaulospora, el cual es predominante en plantas de café infestadas por roya, el otro es
Rhizophagus abundante en plantas sin sintomas de la infeccion. Este resultado abre la
posibilidad de seguir investigando sobre la forma de actuar y las condiciones ambientales
que requieren estos organismos para brindar proteccién a cultivos de café; sin embargo
es un inicio que da la oportunidad de generar biofertilizantes locales a partir de especies
de hongos micorrizicos nativos, amigables con el ecosistema y su diversidad, que de ser
exitosos permitirdn la subsistencia de sistemas agricolas tradicionales y la conservacion

de biodiversidad en huertos.
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CAPITULO IIl: HONGOS FILOSFERICOS DE CAFE

La agricultura es un sistema creado y modificado por el ser humano a partir de la
observacion de las relaciones ecoldgicas que ocurren entre plantas, otros organismos
(macro y micro) y agentes abidticos (clima, suelo, altitud, entre otros). Durante el
desarrollo de estas interacciones, todas las entidades participantes coexisten en una
estrecha asociacion, desencadenando relaciones tréficas como el parasitismo,

mutualismo, comensalismo, entre otros.

Desde tiempos antiguos, los seres humanos han seleccionado aquellos organismos que
desarrollan relaciones mutualistas con la especie agricola de interés, puesto que esto
beneficia al cultivo, algunas veces evitando la infeccion de patdgenos o incrementando
la eficiencia para la adquisicion y aprovechamiento de nutrimentos. A este proceso se le
conoce como biocontrol (Hakeem & Akhtar, 2016) y ha sido empleado principalmente en
la agricultura orgénica, pero en afios recientes ha adquirido importancia en la produccion
convencional debido a la ineficacia, elevado impacto ecoldgico y altos costos de los

pesticidas.

Tanto en la agricultura organica como en la tradicional los principios de manejo integral
buscan obtener produccién de alimentos inocuos donde la aplicacion de insumos sea la
menor posible (Bedoussac et al., 2015), pero en ocasiones esto implica una produccion
por debajo de la obtenida en la agricultura intensiva (Andersen et al., 2015), es asi que
el uso de organismos para mejorar el aprovechamiento de nutrimentos y reducir la
incidencia de patdégenos se ha estudiado ampliamente colocando a los hongos y a las
bacterias como los protagonistas del biocontrol y biofertilizacion (Clay, 2014; Hooykaas,
2015).

A pesar de ello, los organismos flngicos son preferidos sobre los procariontes pues su
aislamiento y uso no exigen adiestramiento profundo ni grandes inversiones de
mantenimiento, a diferencia de las bacterias que aun cuando poseen mayor efectividad
en el control de patdgenos debido a su alta tasa de multiplicacion y adaptabilidad (Sousa,
José, Mauricio, & Mondego, 2018), se requieren condiciones especificas de nutricion, pH
y humedad para su sobrevivencia (Mishra et al., 2015). Para el cultivo de café (Coffea

arabica L.) el estudio de los microorganismos con potencial para el biocontrol se centra
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en aquellos que se desarrollan en la rizosfera (Caldwell et al., 2015), debido a que este
es el micro habitat donde existe mayor diversidad (Mishra et al., 2015), sin embargo en
afos recientes el aislamiento de organismos filosféricos ha sido clave para el control
enfermedades importantes para el cultivo, tales como la roya anaranjada (H. vastatrix),
antracnosis (Colletotrichum spp.), entre otras (Haddad, Saraiva, Mizubuti, Romeiro, &
Maffia, 2014; Jackson, Skillman, & Vandermeer, 2012; Silva, Tozzi, Terrasan, & Bettiol,
2012).

Auln con esto la informacion disponible sobre organismos con potencial para biocontrol
es insuficiente debido a la amplia variabilidad de factores que influyen sobre su dinamica
ecolégica. Por ejemplo la composicion, diversidad y estadios de desarrollo de hongos y
bacterias es fluctuante pues dependen de factores abidticos tales como humedad,
incidencia e intensidad de luz solar, disponibilidad de espacio y nutrimentos para
desarrollarse, temperatura, viento, entre otros. Ademas de bidticos como existencia de
predadores, edad, temporalidad y caracteristicas genéticas tanto del hospedero como del
organismo en cuestion (Sousa et al.,, 2018), condiciones bioquimicas para el
establecimiento de la interaccién (Beattie, 2004), entre otros. Es asi que el uso de un
microorganismo particular o un consorcio de estos, requiere estudios especificos que
arrojen informacién sobre su ecologia, iniciando por la diversidad e interacciones
desarrolladas en ambientes controlados, pues a partir de ello es posible inferir factores
qgue inciden en el desarrollo asi como los efectos de este en el hospedero (Kawabata,
2016).

De este modo el objetivo del presente capitulo fue aislar e identificar hongos enddfitos y
epifitos de hojas de café (Coffea arabica L.) variedad Typica para contrastar el nimero
de géneros, especies y comportamiento general de estos en hojas de cafetos infestados
con roya y en hojas de plantas visiblemente sanas. La metodologia seguida consistio en
aislar, purificar e identificar a nivel morfolégico cada hongo encontrado y Unicamente a
nivel molecular aquellos reportados en la literatura con posible efecto supresor. También
se calculd6 la tasa de crecimiento de cada hongo y se realizé una prueba para verificar la

fitopatogenicidad o inactividad de los organismos, con la finalidad de observar la
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existencia de una relacion entre periodo de crecimiento del hongo y su potencial para
infectar plantas de café.

3.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1. Ubicacion y descripcion del area de muestreo
Se muestrearon plantas de café variedad Typica, establecidas en la parcela El Plan cuya
ubicacion se presenta en la Figura 3 del capitulo anterior.

3.1.2. Método de muestreo

El muestreo se realiz6 siguiendo las recomendaciones de Kawabata (2016) en un area
de 100 m? con relieve y tipo de suelo visualmente homogéneo, donde se seleccionaron
20 plantas de café criollo (Coffea arabica L. var. Typica) por area: 10 sin signos de
infeccion por roya (H. vastatrix) y 10 con sintomas severos de ésta. De cada planta
seleccionada se conform6 una muestra de seis hojas, las muestras recolectadas se
guardaron en bolsas de papel debidamente identificadas para su transporte. Una vez en
el laboratorio, las muestras que no fueron procesadas se guardaron en oscuridad a

temperaturas de 4 °C £ 1 por no mas de 72 horas.

3.1.3. Aislamiento e Identificacién de hongos filosféricos de plantas de café.
Para el aislamiento de los microorganismos filosféricos se siguieron dos procedimientos,

uno para microrganismos epifitos y otro para enddfitos.

Los hongos epifitos se obtuvieron segun la metodologia descrita por Salas-Bastos (2010),
es decir, se tom6 una hoja por muestra y dos mas como repeticion, estas se lavaron
individualmente durante tres minutos por agitacion manual en vasos de precipitados
conteniendo 150 mL de Buffer fosfato (6.75 g de fosfato de potasio monobasicoy 8.75 g
de fosfato de potasio di basico disueltos en 1 L de agua destilada) con pH de 6.8 1y
esterilizado durante 15 mina 121 °C. Posteriormente cada hoja se retiré de los recipientes

de lavado y se realizaron dos diluciones seriadas con la solucion contenida en ellos; una
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101 (100 pl de la solucion de lavado en un microtubo con 900 ul de agua destilada estéril)
y una dilucién posterior 102 (100 ul de la dilucion 101 en un microtubo con 900 pl de agua
destilada estéril). De la solucidén concentrada asi como de cada diluciéon se tomaron 20
UL que se sembraron por vaciado en placas individuales de 25 mL que contenian medio
de cultivo PDA + jugo de hojas de café (proporcion 50/50 con respecto al volumen total

del medio preparardo).

Por otro lado, los hongos endofitos se obtuvieron en condiciones asépticas, a partir de
las tres hojas restantes por muestra, estas se lavaron individualmente en vasos de
precipitado con agua destilada estéril, después se transfirieron a otro vaso que contenia
alcohol al 70%, se agitaron manualmente durante dos minutos, transcurrido este tiempo
se realiz6 un tercer lavado en otro vaso que contenia una solucion de hipoclorito de sodio
al 1% por un periodo de dos minutos. Finalmente se eliminé la solucién de hipoclorito y
se efectuaron dos lavados con agua destilada estéril, cada uno con duraciéon de un

minuto.

Posterior a la desinfeccion de las hojas, se secaron con toalla de papel estéril, se
eliminaron con bisturi las zonas necrosadas por el lavado y el resto se macero junto con
2 mL de Buffer PBS 1X (8 g de cloruro de sodio, 0.2 g de fosfato de potasio monobasico,
1.15 g de fosfato de potasio di basico y 0.2 g de cloruro de potasio disueltos en 1 L de
agua destilada) con pH de 7.4 £1 y esterilizado durante 15 min a 121 °C. Del extracto
obtenido se obtuvieron dos diluciones seriadas (10! y 10 y una alicuota concentrada
(extracto sin diluir), de cada una de estas se tomaron 20 puL que fueron sembrados por
vaciado en placas individuales de 25 mL que contenian medio PDA + jugo de hojas de
café, siguiendo a parir de este paso la misma metodologia que en la obtencién y
aislamiento de hongos epifitos.

Las placas sembradas se sellaron e identificaron colocando la simbologia Cr para la
variedad Typica, Ep para cajas con hongos epifitos y En para los enddfitos, estas letras
fueron seguidas del nimero de muestra y repeticion, después se incubaron a temperatura
de 21 °C + 1 con iluminacion natural durante cinco dias, observando el crecimiento en las

cajas cada 24 horas para detectar y aislar estructuras fungicas.
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El aislamiento se llevé a cabo en condiciones asépticas con ayuda de aguja hipodérmica,
sembrando por separado sobre medio PDA + jugo de hojas de café estéril, una porcion
de cada colonia identificada visualmente por mostrar distinta coloracion o patrén de
crecimiento. Posterior a la siembra de aislamiento, las nuevas cajas obtenidas se
incubaron a 21 + 1 °C hasta obtener crecimiento uniforme sin contaminacién por alguin
otro microorganismo distinto. Finalmente, se procedi6 a purificar mediante siembra en
medio agar-agua y siguiendo la técnica de punta de hifa o cultivo monospdérico cuando

se encontraban esporas en el cultivo.

La identificacion de los hongos aislados, se realiz6 con base en las caracteristicas
morfolégicas macroscopicas de la colonia (textura, color velocidad de crecimiento,
produccion de exudados, pigmentos) y microscopicas (medida, forma y color de esporas,
esporomas, hifas y otras estructuras observables en microscopio 6ptico a 40 X'y 100 X,
segun lo recomendado por Crous et al., 2009), en algunas especies fue posible identificar
género y especie; sin embargo en otras Unicamente se llegé hasta género. Solo los
hongos reportados por la literatura como posibles supresores de roya (Haddad et al.,
2014; Jackson et al., 2012), fueron enviados al laboratorio de Semillas en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo para la confirmacion de la identificacion mediante la
secuenciacion de las regiones ITS-1 e ITS-2, segun lo recomendado por Vanegas
Berrouet, Gutiérrez Sdnchez y Marin Montoya (2014), una vez obtenidas las secuencias
se procesaron en el programa CHROMAS PRO y se compararon con la base de datos
del GeneBank usando el programa BLAST 2.8.

3.1.4. Evaluacion de la tasa de crecimiento

Los hogos aislados y purificados fueron transferidos en condiciones asépticas a placas
de 90 mm de diametro que contenian medio de cultivo PDA + jugo de hojas de café. La
siembra se llevo a cabo usando un sacabocado de 1 cm de didmetro con el cual se obtuvo
un cilindro de medio de cultivo con el hongo purificado, este se coloco en la parte media

una caja Petri nueva que contenia medio PDA + jugo de hojas de café y estreptomicina.

Las cajas Petri con las siembras permanecieron selladas a temperatura ambiente de 21

+ 1 °C y el crecimiento del micelio fue evaluado diariamente, hasta que éste cubrio la
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totalidad de la caja. Para la medicion del &rea de crecimiento se empled el programa
ImageJ 1.46 r ©.

Se observé crecimiento de cada hongo durante 10 dias y se calculé la velocidad de
crecimiento, de igual manera se promedio la diferencia de cada area de crecimiento de

un dia con respecto a la anterior para obtener la tasa de crecimiento.

Las tasas de crecimiento se sometieron a ANDEVA utilizando el sofware SAS® version
9.0 (SAS Institute Inc. Campus Drive, Cary, North Caroline, USA).

3.1.5. Pruebas de patogenicidad de hongos aislados
Para determinar si los hongos aislados de la filosfera podrian infectar café, se realizaron
inoculaciones en hojas de la misma especie con 20 pL de suspensién de esporas 0

micelio obtenido de los hongos aislados previamente.

La metodologia seguida fue propuesta por Silva, Tozzi, Terrasan, & Bettiol (2012) y
modificada por el personal del Laboratorio de Hongos Fitopatdgenos, del Departamento
de Parasitologia Agricola en la Universidad Auténoma Chapingo. Esta consistié en
realizar una suspension cuya concentracion se ajusté a 1 X 10°° esporas usando una

camara de recuento Neubahuer para ajustar la concentracion.

De la suspensién ajustada se tomé una alicuota de 20 pL y se inoculo en la superficie de
una hoja de café previamente esterilizada con la metodologia propuesta por Salas-Bastos
(2010) y colocada en una camara humeda. El proceso se repitid pero en esta ocasion
inoculando por puncion. De cada hongo se establecieron cuatro repeticiones de la
metodologia de inoculacion en superficie y cuatro mas de la de puncién, asi como cuatro

hojas mas inoculadas con agua como controles negativos.

Las hojas inoculadas por ambos métodos se incubaron a temperatura ambiente y
después de 72 horas se evaluaron determinado el area infectada por el hongo con ayuda
del programa ImageJ 1.46 r ® y empleado los datos obtenidos para calcular el indice de

severidad (S) con la siguiente formula:
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_area de tejido enfermo*100

Area total evaluada

Los resultados fueron procesados usando analisis de varianza (ANDEVA) ademas de la
prueba de comparacion de medias Tukey con un nivel de significancia p = 0.05, utilizando
el sofware SAS® version 9.0 (SAS Institute Inc. Campus Drive, Cary, North Caroline,

USA) y un disefio experimental completamente al azar.

3.2. RESULTADOS

3.2.1. Identificacién de hongos y su distribucién en hojas de café

Las especies de hongos aislados en hojas de café corresponden con las asociadas a
este cultivo y reportadas en estudios anteriores por Silva, Tozzi, Terrasan, & Bettiol
(2012), ademas la distribucién asi como la cantidad de epifitos y endofitos en las plantas
estudiadas se relaciona de forma indirecta con las condiciones ambientales y
directamente con las heridas causadas por la roya (H. vastatrix) que propicio la entrada
de microorganismos a la hoja infectada (Agrios, 2002; Salas-Bastos, 2010), otro factor
determinante en la presencia de ciertos géneros de hongos es el debilitamiento
nutrimental que la roya causa debido a la defoliacién que sufren las plantas infectadas,

haciéndola susceptible a la infeccion de otros organismos.

Se aislaron nueve hongos epifitos y dos enddfitos en hojas de café sin signos de infeccién
por roya, mientras que en hojas con signos de infeccion se identificaron siete epifitos y

cinco endofitos (Cuadro 14).

En orden de abundancia, se aislaron e identificaron 10 especies del género
Colletotrichum, seguido de tres especies de Fusarium. El resto de hongos encontrados
pertenecian a los géneros Lecanicillium, Neopestalotiopsis, Penicillium, Aspergillus,
Curvularia y Botrytis, resultando un total de ocho géneros identificados con 20 especies
distintas (Cuadro 15).
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Cuadro 14. Géneros de hongos presentes en hojas de café (C. arabica L.) variedad Typica con
y sin signos de infeccidn por roya (H. vastatrix).

Estatus de la
planta

Hongo epifito

Hongo enddfito

Sin signos de
infeccién

Colletotrichum sp. 1
Colletotrichum sp. 3
Colletotrichum sp. 5
Colletotrichum gloesporoides
Colletotrichum siamense
Fusarium solani
Fusarium graminearum
Neopestalotiopsis sp.
Aspergillus niger

Lecanicillium sp.

Fusarium equiseti

Con signos de
infeccion

Colletotrichum sp. 1
Colletotrichum sp. 2
Colletotrichum sp. 3
Colletotrichum sp. 4
Curvularia akaii
Penicillum christenseniae
Botrytis sp.

Colletotrichum sp. 6
Colletotrichum sp. 7
Colletotrichum truncatum
Fusarium graminearum
Fusarium equiseti
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Cuadro 15. Hongos aislados de hojas de café (C. arabica L.) variedad Typica.

Nombre

Descripcién

Colonia en medio PDA

Estructuras representativas

1112

1124

EPIFITOS

Colletotrichum sp. 1

Curvularia akaii
Tsuda & Ueyama,
1985

Colonia: micelio aéreo color
blanco que con el tiempo se
torna de color grisaseo o verde
opaco.

Células conidiogénicas:
fialides ausentes, cilindricas,
pared delgada, medidas 20 um X

5um
Conidios: células individuales
cilindricas, lisas, hialinas,

medidas 11.6 um X 5 um y otras
esféricas lisas, refringentes,
ambas hialinas, medidas
promedio de 5 pm de didmetro.

Colonia: micelio algodonoso,
color marrén que cambia a negro
cuando madura, crecimiento
conceéntrico.

Conidiéforos:  erectos, no
ramificados, con célula terminal
conidiogenica tretica,
crecimiento simpodial y orificio
en el extremo superior.

Conidio: elipsoide, ligeramente
curvada, con dos a cuatro
septos, color marrén, con
medidas 28.5 pm X 12 pm.
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1131

1211

Collectotruchum sp. 2

Penicillium
christenseniae

Colonia: micelio aéreo color gris
gue con el tiempo se torna de
color mas oscuro, su crecimiento
es en circulos concéntricos.
Solo se observa micelio con
crecimiento linear, hialino con
formaciones circulares.

Colonias: micelio color amarillo
gue cuando madura se convierte
en verde.

Conidiofros: surgen del medio
de cultivo, con cuatro verticilos,
estipites lisos con medidas de
400 pm x 2.5 um. Ramificaciones
divergentes, métula cilindrica de
8 um X 2 um, con 4- 7 fialides en
forma de botella con medidas de
7 pm X 2 pm.

Conidios: producidos en
cadena, globosos, 5 um de
diametro.
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1311

1411

Colletotrichum sp. 3

Colletotrichum sp. 4

Colonia: micelio aéreo color
blanco que con el tiempo se
torna de color grisaseo, el
crecimiento miceliar es en
circulos concentricos.

Solo se observa micelio septado,
crecimiento  curveado, color
marrén claro con formaciones
circulares.

Colonia: micelio aéreo
creciendo en masa, color blanco
gue con el tiempo se torna de
color grisaseo.

Solo se observa micelio septado,
crecimiento curveado, hialino.




2111

2112

Colletotrichum sp. 5

Colletotrichum
gloesporoides

Colonia: micelio aéreo color gris
claro que con el tiempo se torna
de color negro, de crecimiento en
masa.

Células conidiogénicas:
fialides ausentes, cilindricas,
pared delgada, medidas 15.3 pm
X5 pum

Conidios: células individuales
cilindricas, corrugadas de
medidas 15 pm X 5 pm y otras
elipsoidales lisas, refringentes,
ambas hialinas, medidas
promedio de 11.6 X 11 um.

Colonia: micelio aéreo color
blanco que con el tiempo se
torna de color amarillento, de
rapido crecimiento en forma de
hilos.

Conidios: células individuales
elipsoides, hialinas, con un punto
refractivo en el centro, medidas
promedio de 21 pm X 6 pm. En
masa forman gotas rojizas que
se observan en la colonia.
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2211

2311

Fusarium solani

Colletotrichum
siamense

Colonia: micelio algodonoso
color rosa blanquecino de rapido
crecimiento.

Conidiéforos: compactos,
escasamente ramificados vy
esporocarpo sosteniendo
macroconidios en masa.

Conidios: microconidios
elipsoidales, ligeramente

truncados en la base, medidas
promedio de 13 pm X 2 pm,
macroconidios fusiformes,
bisepados célula basal
pedicelada, paredes delgadas y
medidas promedio de 30 pm X
6.6 um

Colonia: micelio aéreo color
blanco que con el tiempo se
torna de color grisaseo, de
crecimiento en masa.

Células conidiogénicas:
fialides ausentes, cilindricas,
pared delgada, medidas 15.3 pm
X5 pum

Conidios: células individuales
cilindricas, corrugadas de
medidas 15 um X 5 ym vy otras
elipsoidales lisas, refringentes,
ambas hialinas, medidas
promedio de 11.6 X 11 um.
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2411

2412

Neopestalotiopsis sp.

Fusarium
graminearum
Schwabe 1839

Colonia: micelio aéreo palido de
color miel palido en la superficie
con conidiomas gregarios
negros.

No se observé formacion de
conidios en medio PDA

Colonia: micelio algodonoso
color rosa blanquecino.

Conidiéforos: compactos,
escasamente ramificados y
esporocarpo sosteniendo
macroconidios en masa.

Conidios: microconidios
elipsoidales, ligeramente

truncados en la base, medidas
promedio de 8 um X 2 pm,
macroconidios fusiformes,
bisepados célula basal
pedicelada, paredes delgadas y
medidas promedio de 18 pm X
3.4 pm.
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4212

Aspergillus niger Tiegh

Colonias: mcelio basal blanco
con superficie granulosa color
blanco polvoso que cambian a
negro cuando la colonia
envejece.

Conidioporo: nacen de células
Conidi6foros: surgen de células
basales largas, de pared gruesa,
en su mayoria de color marrén, a
veces ramificadas, medidas de
1.5 a 3.0 mm de altura.

Fialides: en forma de botella con
medidas de 7 um X 3 pum.
Conidios en cabezas grandes,
en su mayoria globosas, rugosas
irregularmente, 4 a 5 pm de
diametro, uninucleadas.

1122

ENDOFITOS

Lecaniccillium sp.

Colonia: algodonosa, color
blanco de lento crecimiento.
Conidios:
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2112

2211

Colletotrichum sp. 6

Colletotrichum
truncatum (Schwein.)
Andrus & W.D. Moore,
1935

Colonia: micelio aéreo
creciendo en masa, color verde
opaco que con el tiempo se torna
de color gris intenso

Células conidiogénicas:
fialides ausentes, cilindricas,
pared delgada, medidas 15.3 pm
X5 pum

Conidios: células individuales
cilindricas, corrugadas de
medidas 15 um X 5 um y otras
elipsoidales lisas, refringentes,
ambas hialinas, medidas
promedio de 11.6 X 11 um.

Colonia: micelio aéreo blanco,
con aspecto algodonoso, de
crecimiento regular en masa.
Células conidiogénicas:
células cilindricas con medidas
de 22 um X 5 um.

Conidios: células individuales
cilidricas, hialinas, lisas,
medidas 13.3 pm X 5 ym.
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2311

2312

Fusarium
graminearum
Schwabe 1839

Fusarium equiseti
(Corda) Sacc. 1886

Colonias: micelio color rosa
amarillento

Conidiéforos: compactos,
escasamente ramificados, en
forma de botella y esporocarpo
sosteniendo macroconidios en

masa.
Conidios: microconidios
elipsoidales, ligeramente

truncados en la base, medidas
promedio de 17.25 um X 5.1 pm,
macroconidios fusiformes, con
seis septos, célula basal
pedicelada, paredes delgadas y
medidas promedio de 41.09 pm
X 6.1 um.

Colonias: micelio algodonoso
color rosa blanquecino.
Conidiéforos: compactos, y
pequefios (10 pum X 5 pum)
escasamente ramificados, en
forma de botella.

Conidios:  microconidios no
visibles, macroconidios
fusiformes, con ocho septos,
célula basal pedicelada, paredes
delgadas y medidas promedio de
39.5 um X 5 pum.
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Colonia: micelio aéreo color
blanco que con el tiempo se
torna  de color gris, con
crecimiento micelial en masa.
Células conidiogénicas:
fialides ausentes, cilindricas,
pared delgada, medidas 15.3
pm X 5 pm

Conidios: células individuales
cilindricas, corrugadas de
medidas 15 um X 5 um y otras
elipsoidales lisas, refringentes,
ambas hialinas, medidas
promedio de 11.6 X 11 um.

2411 Colletotrichum sp. 7
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De acuerdo a los resultados de las investigaciones de Haddad, Saraiva, Mizubuti,
Romeiro, & Maffia, (2014), Jackson, Skillman, & Vandermeer (2012) y Silva, Tozzi,
Terrasan, & Bettiol (2012) algunos géneros de Fusarium, Aspergillus y Penicillium, son
capaces de inhibir la germinacion de esporas de H. vastatrix, por esta razon se
secuenciaron los hongos aislados cuyas caracteristicas morfologicas indicaban
pertenecer a alguno de estos géneros, también se enviaron a secuenciar algunos otros
donde existia incertidumbre de su identidad. Los resultados obtenidos se muestran en el
Cuadro 16.

Cuadro 16. Identidad y porcentaje de similitud segun la base de datos del GenBank (2019) de

algunos hogos filosféricos aislados de café (C. arabica L. var. Typica) e identificados con los
marcadores ITS-1 e ITS-2.

Organismo” e % Id Coincidencias en NCBI GenBank b

. Colletotrichum truncatum  KY799040.1

Colletotrichum truncatum 0 9 Colletotrichum siamense MG913611.1

. . Fusarium equiseti MN133053.1

Fusarium equiseti 0 100 Fusarium sp. MK050646.1

Curvularia akaii 0 98 Curvularia akaii HF934922.1

Penicillium expansum MK461924.1

Penicillium christenseniae 0 100 Penicillium crustosum MNO007134.1

Penicillium christenseniae  MK267452.1

CoIIetotrl_ch_um 0 100 Colletotrl_ch_um ME981126.1

gloeosporioides gloeosporioides

Colletotrichum siamense

. . . LC260489.1

Colletotrichum siamense 0 100 Colletotrl_ch_um MK514517 1

gloeosporioides

Neopestalotiopsis sp. MK256884.1

Neopestalotiopsis sp. 0 100 Pestalotiopsis sp. MN180879.1

N. clavispora MK278906.1

Fusarium graminearum 0 100 Fusarium g_raminearum MK079920.1

Fusarium sp. MN385442.1

Aspergillus costaricaensis  MK910049.1

Aspergillus niger 0 100 Aspergillus niger MG976495.1

Aspergillus tubingensis MG857644.1

“De acuerdo a la caracterizacion macro y micromorfoldgica de organismos, e: probabilidad de error en
la identificacion, %Id: porcentaje de similitud entre secuencias: GenBank b: nimero de accesion en
GenBank de secuencias con mayor similitud con respecto a las muestras del presente trabajo.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK267452.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KMKYRGB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK256884.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KNS0264013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK079920.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KNVB5HR016

3.2.2. Tasa de crecimiento
Al evaluar la velocidad de crecimiento de los hongos se pudo observar que los enddfitos

cubrieron la caja Petri en un periodo de nueve a diez dias, con una tasa de crecimiento

promedio de 2.5 cm? por dia (
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— —w —— Colletotrichum truncatum s
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Figura 10), mientras que el periodo de crecimiento de los epifitos vario desde cuatro (tasa

de crecimiento de 6.2 cm? por dia) hasta 11 dias (tasa de crecimiento promedio de 2.3

cm? por dia) (Figura 11).
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Figura 10. Tasa de crecimiento de hongo filosféricos enddfitos aislados de café (C. arabica L.)
Var. Typica.
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Figura 11. Tasa de crecimiento de hongo filosféricos epifitos aislados de café (C. arabica L.) Var.

Typica.

La velocidad con la que un microorganismo se desarrolla, los pigmentos que libera, asi
como la morfologia general de la colonia in vitro son indicadores importantes para su
identificacion pero en algunas ocasiones también dan indicios de su comportamiento
como fitpatdgenos, epifitos o antagonistas (Uzunovic y Webber, 1988), sin embargo, para
el caso de los hongos, estas caracteristicas varian de acuerdo al medio empleado y el
organismo evaluado ademas del lugar donde fueron aislados, por lo que a diferencia de
las bacterias, una tasa de crecimiento lenta no necesariamente indica fitopatogenicidad
(Tavera- Montero et al., 2010). Para determinar este comportamiento es necesario
realizar pruebas de inoculacién en el hospedero bajo condiciones controladas, evaluando

el avance de la infeccion.

En los resultados obtenidos es posible observar que aquellos hongos que pertenecen al
mismo género, tienden a crecer en tasas similares, por ejemplo; los hongos del género
Colletotrichum se desarrollan a una tasa de crecimiento promedio de 2.2 cm? por dia,
mientras que los pertenecientes al género Fusarium con tasas promedio de 1 cm? por

dia.

73



3.2.3. Patogenicidad de hongos filosféricos de café

Del total de los hongos aislados, 10 de ellos corresponden a alguna especie del género
Colletotrichum, la causa de esto es de naturaleza ambiental, pues al realizar la colecta
de las hojas (cinco de noviembre del 2017), la huerta presentaba poca ventilacion, el
rango de temperaturas diarias era de 5 a 20 °C, con humedad relativa promedio de 70 %
(Sistema meteoroldgico Nacional, 2019). Estas condiciones ambientales mantienen al
hongo latente, por lo que las lesiones de antracnosis en hojas y frutos de café no estaran
presentes hasta que la temperatura se encuentre entre 21-24 °C (Luciano et al., 2009) y
la humedad relativa > 80% (Huerta-Palacios, Holguin-Meléndez, Benitez-Camilo, &
Toledo-Arreola, 2009).

Cuando se realiz6 la prueba de patogenicidad se encontré que todos los hongos del
género Colletotrichum, excepto Colletotrichum sp. 4 y C. truncatum (no se presenta
imagen del dafio de este ultimo) son capaces de infectar cuando se inoculan por puncion,
asi como Colletotrichum sp. 1, Colletotrichum sp. 3 (ambos epifitos) y Colletotrichum sp.
6 (enddfito) cuando se inoculan superficialmente (Figura 12 y Figura 13). Las hojas
inoculadas por puncién con Colletotrichum sp. 6 y sp. 1 fueron las que mayor severidad

presentaron (32.22 %).

Colletotrichum sp. 6
- |

Colletotrichum sp. 7

S

! s

Figura 12. Prueba de patogenicidad en hojas de café (C. arabica L. var. Typica), inoculadas

con diferentes especies endofitas de Colletotrichum; | Inoculacion por puncion, S inoculacion en
superficie.
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Colletotrichum sp. 1

S

Colletotrichum sp. 3
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Colletotrichum sp. 4 S
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-
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Colletotrichum sp. 5
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Colletotrichum gloeosporoides

v

[letorrichum sigmense

Figura 13. Prueba de patogenicidad en hojas de café (C. arabica L. var. Typica), inoculadas
con diferentes especies epifitas de Colletotrichum; | Inoculacién por puncién, S inoculacién en
superficie.

En cuanto a los hongos aislados pertenecientes al género Fusarium (Figura 14), se
encontré que F. equiseti es incapaz de producir signos de infeccion bajo condiciones
controladas, ademas de que en las hojas colectadas tampoco se observaron lesiones de
este hongo, esto indica que el cultivo no se encuentra dentro del rango de hospedantes
del patdgeno, lo cual concuerda con la ausencia de registros del patégeno causando

enfermedades en café.

Por el contrario F. solani solo infecté cuando se inoculo por puncion, ademas de que se
observd necrosamiento en las puntas de las hojas inoculadas por ambos métodos al
cuarto dia de evaluacion. Los mecanismos y condiciones necesarias para que F. solani
infecte café, son parecidos a los que fueron expuestas las hojas en camaras humedas

(Muengula-manyi, Ngombo-nzokwani, & Kiamana-mantata, 2017) por lo que después del
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periodo de incubacién, el micelio se desarrollé hasta zonas donde la inoculacién no tuvo

contacto directo y los signos aparecieron.

Al evaluar a F. graminerum, se observd mayor severidad de ataque, pues el
necrosamiento de las hojas expuestas a este organismo durante cuatro dias, fue de 56.8
% (p= 0.05) cuando se inocul6 por puncién y 96.8 % (p= 0.05) con la técnica de superficie
(Figura 14 y 15).

Fusarium solani Fusarium equiseti

Fusarium graminearum

Fusarium graminearum

EPIFITOS ENDOFITOS

Figura 14. Prueba de patogenicidad en hojas de café (C. arabica L. var. Typica) inoculadas con
diferentes especies de Fusarium aislados de la superficie (epifitos) y dentro de hojas (enddfitos);
| Inoculacién por puncién, S inoculacion en superficie.
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Aspergillus niger

Fusarium graminearum
Neopestalotiopsis sp.
Colletotrichum siamense
Fusarium solani
Colletotrichum gloeosporoides
Colletotrichum sp. 5
Colletotrichum sp. 4 i

Colletotrichum sp. 3
Penicillium christenseniae ‘; c

Colletotrichum sp.2 q i

Curvularia akaii i
Colletotrichum sp.1 L d

TESTIGO i

Bl Método de puncién
[ Método superficial

20

40

60

Severidad (%)

80

100

Figura 15. Severidad observada en hojas de café (C. arabica L.) variedad Typica, al inocular
hongos epifitos por dos métodos. 'Grupos con la misma letra por columna no representan
diferencia significativa DMSH (p=0.05). Test de comparacion de medias Tukey.

Los hongos restantes se comportaron como patégenos al inocularlos por uno o ambos

métodos, indicando que bajo condiciones ambientales adecuadas, o bien cuando la

planta sufra dafio mecanico, tienen potencial para infectar y pasar de endéfitos a

patégenos, a excepcion de Lecanicillium sp. y Aspergillus niger los cuales no provocaron

signos de infeccion cuando se inocularon por ambos métodos (Figura 15, 16 y 17).
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Figura 16. Severidad observada en hojas de café (C. arabica L.) variedad Typica, al inocular
hongos enddfitos por dos métodos. TGrupos con la misma letra no representan diferencia
significativa DMSH (p=0.05). Test de comparacion de medias Tukey.
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Figura 17. Prueba de patogenicidad en hojas de café (C. arabica L. var. Typica) inoculadas con

diferentes especies hongos aislados de la superficie (epifitos) y dentro de hojas (enddfitos); |
Inoculacion por puncién, S inoculacion en superficie.
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Debido a que los hongos cominmente aislados en hojas de café fueron los de los géneros
Colletotrichum y Fusarium, y ademas de que Peniccillium, Aspergillus y Lecaniccillium se
han empleado en investigaciones anteriores para biocontrol de roya anaranjada (Vaast
et al., 1997; Jackson, Skillman, & Vandermeer, 2012; Silva, Tozzi, Terrasan, & Bettiol,
2012; Haddad, Saraiva, Mizubuti, Romeiro, & Maffia, 2014), en el siguiente capitulo se
presenta la evaluacion de la interaccion de estos géneros con los hongos
endomicorrizicos que mostraron ser predominantes en cafetos sin signos de roya e

infectados con este patdgeno, y su efecto en el desarrollo de cafetos.

3.3. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que la abundancia de especies de hongos aislados
de la superficie de hojas de café, referidos como epifitos, es mayor que los encontrados
en el interior (enddfitos), mientras que la diversidad fue mayor en hojas infectadas con

roya (H. vastatrix).

Se identificaron un total de ocho géneros con 20 especies distintas de hongos, el mas
comun fue Colletotrichum seguido de Fusarium, el primero con 10 especies y el segundo
con tres. El resto de hongos encontrados pertenecian a los géneros Lecanicillium,

Neopestalotiopsis, Penicillium, Aspergillus, Curvularia y Botrytis.

La tasa de crecimiento promedio de los hongos enddfitos fue de 2.5 cm? por dia, mientras
que el periodo de crecimiento de los epifitos vario de 6.2 a 2.3 cm? por dia, no existiendo

una relacion entre esta variables.

Al evaluar la patogenicidad se observé que la mayoria de hongos tienen capacidad
patogénica, siendo Fusarium graminearum el que mayor severidad mostrd al incubarse
por cuatro dias en camara humeda (56.8 % cuando se inocul6 por puncion y 96.8 % con
la técnica de superficie). Mientras que F. equiseti, Lecanicillium sp., Aspergillus niger,
Colletotrichum sp. 4 y C. truncatum no provocaron signos de infeccion cuando se

inocularon por ambos métodos.
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CAPITULO IV: INTERACCION DE HONGOS ENDOMICORRIZICOS Y HONGOS
FILOSFERICOS

La asociacion simbidtica entre microorganismos rizosféricos (como los hongos
micorrizicos) asi como aquellas que se establecen en la filosfera, se han estudiado por
separado y han mostrado tener efectos positivos al inhibir el desarrollo de patégenos
(Vaast et al., 1997; Jackson, Skillman, & Vandermeer, 2012; Silva, Tozzi, Terrasan, &
Bettiol, 2012; Haddad, Saraiva, Mizubuti, Romeiro, & Maffia, 2014), también se ha
comprobado que mejoran la eficiencia de las plantas para aprovechar nutrimentos, agua
o capacidades para enfrentar condiciones ambientales abidticas desfavorables. Sin
embargo son escasos los estudios en los que se considere a las plantas como un
organismo completo, donde los microorganismos de la fildsfera interactian

indirectamente con los de la rizosfera.

Es bien conocido que una planta en simbiosis con hongos micorrizicos arbusculares
mejora su absorcidon y aprovechamiento de nutrimentos como nitrégeno y fosforo
(Artursson et al., 2006; Hashem et al., 2016), ademas que esta condicion genera cambios
en la fisiologia de la planta (Filho et al., 2016) que le permite modificar también su
morfologia y por lo tanto, indirectamente le facilita establecer relaciones con otros
microorgaismos filosféricos que le brindaran proteccién contra patégenos foliares.
También se sabe que existen microorganismos, como Bacillus, Pseudomona y
Brevibacillus que promueven la sintesis de acido indo acético y acido giberélico (AG3).
Estos microorganismos son capaces de colonizar tanto hojas como raices y esta
documentado que su presencia facilita y potencia la asociacion de la planta con

micorrizas como Glomus mosseae (Panneerselvam et al., 2012).

En café se han evaluado las inoculaciones con microorganismos filosféricos como
Lecanicullium lecani observandose resultados favorables pero ciclicos en el control de
roya (Jackson, Skillman, & Vandermeer, 2012). También se han realizado inoculaciones
con hongos micorrizicos arbusculares, presentdndose mejora en las caracteristicas
fisiol6gicas de las plantas y resistencia a patdgenos edaficos (Vaast et al., 1997; Trejo-
Aguilar, 2013), sin embargo no se tiene registro de evaluaciones donde se observen las

interacciones entre hongos endomicorrizicos y organismos filosféricos patdgenos y
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endosimbiontes cuando se inoculan experimentalmente en cafetos, por esta razén en
este capitulo se describira la metodologia para evaluar el desempefio agronémico y la
incidencia de enfermedades en plantas de café de la variedad Typica, provenientes de
semillas inoculadas con consorcios de hongos micorrizicos nativos y posteriormente con

microorganismos filosféricos.

4.1. MATERIALES Y METODOS

4.1.1. Obtencion de cafetos e inoculacion con hongos endomicorrizicos

Los cafetos se obtuvieron seleccionando 200 semillas de café variedad Typica de la
cosecha de diciembre en el afio 2018. Antes de la siembra, las semillas se remojaron por
48 horas en agua destilada estéril a temperatura ambiente y se eliminé el pergamino,
posteriormente se sembraron en macetas (una semilla por maceta) que contenian dos
litros de arena de rio estéril y se cubrieron con inoculo (300 g por maceta) obtenido tras
un proceso de multiplicacién a partir de muestras de suelo de huertas de Ixhuatlan,
Veracruz (ver proceso en capitulo I). 100 de las macetas sembradas con semillas de café
se inocularon con un consorcio donde los géneros Gigaspora sp. y Acaulospora sp.
fueron dominantes y las macetas restantes (100 macetas) con consorcio donde los
géneros predominantes fueron Rhizophagus sp., Clareideoglous sp, Septoglomus y

Glomus sp.

Una vez concluida la siembra, se aplicé un riego con agua destilada estéril y se cubrid
con polietileno transparente la parte superior de las macetas para conservar la humedad
y evitar contaminacién con otros hongos micorrizicos. Cuando trascurrieron 25 a 30 dias
después de la siembra emergieron los cafetos, por lo que el polietileno se perforé para
permitir la salida de la plantula, el riego se mantuvo cada ocho dias con agua destilada
estéril hasta 15 dias después de la emergencia, posteriormente se regaron con 500 mL
agua destilada estéril + 50 mL solucion Log Ashton por planta, posteriormente, cuando
aparecio el primer par de hojas verdaderas el riego continuo siendo quincenal pero ahora
con 500 mL agua destilada estéril + 100 mL solucion Log Ashton por planta (Yépez-

Hernanadez et al., 2016).
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Para estudiar la dinamica de asociacién de los hongos micorrizicos con las plantas de
café se realizaron dos evaluaciones, la primera cuando los cafetos presentaron cuatro
hojas verdaderas (dos cruces) y antes de la inoculacidén con hongos filosféricos, esto para
corroborar que los consorcios se mantuvieran y colonizaran la raiz. La segunda
evaluacion se llevé a cabo 30 dias después de la primera, cuando el cafeto tenia seis
hojas verdaderas (tres cruces) y ya se habian inoculado hongos filosféricos, en esta caso
con la intencion de observar si los consorcios continuaban colonizando raiz en la misma

proporcion que en la primer evaluacion.

En cada evaluacién se realizaron dos muestreos, uno para clareo-tincion de estructuras
de HMA en raiz y el segundo para recoleccion de esporas en suelo. El primer muestreo
se llevo a cabo colectando 1 g de raices por maceta, sin cosechar la planta, Unicamente
se tomo6 una muestra de suelo cerca del tallo de ésta, se separaron las raices y se
devolvié el suelo a la maceta. Cabe mencionar que este muestreo se hizo sin suspension
de riego para promover la presencia de vesiculas o arbusculos, con la finalidad evaluar

porcentaje de colonizacion.

El segundo muestreo se realiz6 15 dias después del primero y tuvo la finalidad de colectar
e identificar morfolégicamente esporas de los HMA. Para promover esporulacién, 10 dias
antes del segundo muestreo se suspendioé el riego y una vez transcurrido este tiempo se
muestrearon 50 g de suelo por maceta para realizar conteo de esporas e identificacion
de géneros.

Las evaluaciones solo incluyeron los datos obtenidos de hongos micorrizicos
arbusculares y se establecieron con un disefio de experimento completamente al azar
con tres repeticiones por tratamiento (Cuadro 17). Los resultados de porcentaje de
colonizacion fueron transformados segun las recomendaciones de Alves et al. (2010) y,
al igual que los datos obtenidos de densidad de esporas, fueron procesados usando
analisis de varianza (ANOVA) ademas de la prueba de comparacion de medias Tukey
con un nivel de significancia p= 0.05, utilizando el sofware SAS® version 9.0 (SAS

Institute Inc. Campus Drive, Cary, North Caroline, USA).
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Cuadro 17. Tratamientos evaluados para hongos micorrizicos arbusculares

Simbologia Tratamiento Repeticiones

1 Consorcio Gigaspora sp. Yy 3
Acaulospora sp.

Consorcio Rhizophagus sp.,
2 Clareideoglous sp, 3

Septoglomus y Glomus sp

4.1.2. Inoculaciéon con hongos filosféricos

Del total de 200 plantas establecidas e inoculadas con hongos endomicorrizicos, cuando
estas presentaron cuatro hojas verdaderas, se seleccionaron 140 con altura similar y
estructura homogénea. Después se inocularon de acuerdo a lo indicado por el cuadro 18,
con hongos filosféricos identificados, pre-seleccionados y multiplicados previamente
usando la metodologia propuesta y estandarizada en el laboratorio de hongos
fitopatdgenos del departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma

Chapingo.

La metodologia de obtencidn, purificacion e identificacion ya se ha descrito en el capitulo
lIl de este trabajo. A partir de las cajas Petri que contenian hongos purificados, se
seleccionaron géneros de Fusarium, Aspergillus, Penicillium y Lecanicillium pues la
literatura los reporta como potenciales inhibidores de la germinacion de esporas de H.
vastatrix (Haddad, Saraiva, Mizubuti, Romeiro, & Maffia, 2014; Jackson, Skillman, &
Vandermeer, 2012; Silva, Tozzi, Terrasan, & Bettiol, 2012).

Después de seleccionarlos, se multiplicaron tomando discos del medio de cultivo con
micelio de cada especie pura y sin contaminacién o crecimiento anormal visible, los
discos median de 0.5 cm de diametro uniformizando el tamafio con un sacabocado esteéril.
Posteriormente estos discos fueron sembrados individualmente en cajas Petri que
contenian medio de cultivo PDA para los géneros Aspergillus, Penicilliumy Lecanicillium,
y con medio V8 solidificado con agar para Fusarium, todos se incubaron por 14 dias a

temperaturas de + 25 °C con luz natural.
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Para la inoculacién de hongos filosféricos se obtuvo de forma aséptica, una suspension
de micelio y esporas agregando 100 mL de agua destilada estéril a cada caja y
raspandola con una varilla de vidrio doblada en angulo de 90 °, cuidando de no romper
el medio de cultivo y procurando arrastrar la mayor cantidad de estructuras en el agua.
El agua con el raspado de las cajas fue colectada en un vaso de precipitado por especie,
después se tomd 1 ml de cada vaso y con ayuda de una camara de neubauer se contaron

el nimero de estructuras para ajustar la concentracion a 1 x 10%° esporas - mL™.

La obtencidn de esporas de H. vastatrix fueron colectadas de cafetos de Ixhuatlan
Veracruz 24 horas antes de realizar la inoculaciéon con hongos filosféricos, para ello se
rasparon hojas de café infestadas con el patdbgeno con navajas estériles, recolectando
las uredias en microtubos, estos se resguardaron a temperaturas de 4 °C = 1. Una vez
en el laboratorio, se desinfestaron con la metodologia sugerida por Holts-Sanjuan et al.
(2017), sumergiendo las esporas por 30 segundos en alcohol etilico al 75 %, después se
retird el alcohol y se agreg6 una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5 % por 60 segundos,
finalmente se realizaron dos lavados con agua destilada estéril, se suspendieron en agua
destilada estéril y se ajusté la concentracion con caAmara de neubauer a 1 X 101° esporas

- mL1,

Para la inoculacion en plantas de café con cuatro hojas verdaderas, se siguié la
metodologia de aspersion con atomizador manual dosificando 100 mL por cafeto de una
suspension compuesta por agua destilada estéril y 1 X 10° esporas - mL? del hongo

seleccionado, excepto para H. vastatrix (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Descripcién de tratamientos evaluados

Tratamiento Unidades Hongo filosférico Consorcio micorrizico
experimentales
1 10 Aspergillus niger
2 10 Fusarium equiseti
3 10 Penicillium christenseniae AG
4 10 Colletotrichum siamense (Acaulospora sp. +
5 10 Lecanicillum sp. Gigaspora sp.)
6 10 Testigo - (agua destilada estéril)
7 10 Hemileia vastatrix
8 10 Aspergillus niger
9 10 Fusarium equiseti RCSG
10 10 Penicillium christenseniae (Rhizophagus sp. +
11 10 Colletotrichum siamense Clareideoglous sp,
12 10 Lecanicillum sp. Septoglomus + Glomus
13 10 Testigo - (agua destilada estéril) sp.)
14 10 Hemileia vastatrix '

t La concentracidn de uredias de roya fue 2 mg-mL™*

Antes de la inoculacién con hongos filosféricos, las plantas fueron regadas a saturacion
con agua destilada y posterior a esta se incubaron a temperaturas de 18 = 1 °C
cubriéndolas por 48 horas con bolsas de polietileno para propiciar una microatmosfera
hameda y facilitar el desarrollo de los organismos aplicados. Cada tratamiento fue aislado

de los otros en cubos construidos con polietileno de medidasde 1 mx1mx 1 m.

4.1.3. Evaluacion de la interaccion hongo endomicorrizico/hongo filosférico

Cuando transcurrieron tres dias después de la inoculacién con hongos filosféricos, se
procedio a registrar cada tres dias durante 30 dias el color de las plantas mediante
lecturas hechas con el medidor portatil de clorofila SPAD-502 (Soil Plant Analysis
Development), también se registr6 la aparicion de lesiones patogénica. Para la
evaluacion de estas variables se establecié un experimento con disefio completamente
al azar con 14 tratamientos y tres repeticiones por cada uno, realizando analisis de
varianza (ANOVA) ademas de la prueba de comparaciéon de medias Tukey con un nivel
de significancia p = 0.05, utilizando el sofware SAS® version 9.0 (SAS Institute Inc.

Campus Drive, Cary, North Caroline, USA).

Cinco dias después de la inoculacién con hongos filosféricos, se comenzé a determinar

la biomasa acumulada de las plantas. Esta ultima variable se determin6 cada diez dias
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durante un mes pesando en cada ocasion la estructura completa de tres plantas, secando
a 70 °C hasta peso constante y aplicando la siguiente formula:

Biomasa acumulada = P; — Py

Donde:

P;: Peso inicial y Pr: Peso después de secado a 70° C.

El experimento se estableci6 usando un disefio completamente al azar con 14
tratamientos, se realizaron tres muestreos de tres repeticiones cada uno por tratamiento.
Los resultados se graficaron y también fueron procesados usando andlisis de varianza
(ANOVA) ademas de la prueba de comparaciéon de medias Tukey con un nivel de
significancia p = 0.05, utilizando el sofware SAS® version 9.0 (SAS Institute Inc. Campus
Drive, Cary, North Caroline, USA).

4.2. RESULTADOS

Después de la inoculacion con los dos consorcios de hongos endomocorrizicos, cuando
se realizaron los muestreos de los géneros especificados en el cuadro 18, se pudo
verificar que en el sustrato colectado, seguia conteniendo los mismos géneros

predominantes de los indculos originales (Figura 18).

También se observé mayor porcentaje de colonizacion en plantas antes de la inoculacién
con hongos filosféricos (30 dias antes) en comparacion con el obtenido después de ésta,
pero no existid diferencia estadisticamente significativa al contabilizar el nimero de

esporas - g (Cuadro 19).
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Figura 18. Estructuras de hongos endomicorrizicos obtenidas en el primer muestreo de cafetos con
cuatro hojas verdaderas (dos cruces), antes de inocular con hongos filosféricos. A espora con célula
auxiliar y B espora madura de Gigaspora sp.; C esporas intraradicales y D espora madura de R.
intraradices.

Cuadro 19. Porcentaje de colonizacion y densidad de esporas antes y después de la inoculacion
con hongos filosféricos.

Antes de la inoculacion Después de la inoculacion
Tratamiento  Colonizacion Densidad de Colonizacién Densidad de esporas
(%) 1 (%) (esporas - g*)
(esporas - g
1 59.2 af 6.5a 46.6 a 6.5a
2 51.6 a 6.4a 48.7 a 6.3a
3 55.9 a 6.1a 478 a 6.3a
4 55a 6.5a 48.4 a 6.3a
5 53.3a 6.3a 38.4b 6.3a
6 543 a 6.3a 30.9b 6.4a
7 49.6 a 6.5a 26.5b 6.4 a
8 54.2 a 6.2a 354b 6.4 a
9 56 a 6.3a 258D 6.5a
10 55.8 a 6.3a 30.1b 6.3a
11 55.2 a 6.3a 34.7b 59a
12 54.6 a 6.3a 30.1b 6.5a
13 55.3a 6.3a 31.2b 6.3a
14 54.7 a 6.4 a 35.4b 6.3a
DMSH 14.574 0.917 15.395 0.901

T Grupos con la misma letra dentro de la misma columna no representan diferencia significativa DMSH
(p=0.05). Test de comparacion de medias Tukey.
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Los tratamientos inoculados con el consorcio que contenia los géneros Acaulospora y
Gigaspora mostraron mayor porcentaje de colonizacion en comparacion con el resto de
los tratamientos. Este efecto del consorcio Acaulosporay Gigaspora en los tratamientos
inoculados con los hongos también ha sido observado en investigaciones anteriores
(Diniz-Cogo et al., 2016) siendo el incremento de la absorcion de fésforo y nitrogeno la
razén por la cual se favorece la asociacion entre algunos organismos filosféricos y de la

rizosfera.

Este fenbmeno ocurre porque patdgenos como Aspergillus, Fusarium y Colletotrichum
para infectar a su huésped, suprimen el funcionamiento del fotosistema (Yan et al., 2018;
Renu, 2018; Moore et al., 2017), por lo que en una primera etapa el aprovechamiento del
nitrégeno disminuye y su demanda por la planta aumenta. Por otro lado Andrade et al.
(2009) report6 que el género Acaulospora favorece la absorcién de nitrdgeno en su
huésped, por lo que la asociaciéon entre éste género de hongos endomicorrizicos y plantas

infectadas con los hongos filosféricos antes mencionados, se propicia.

La supresion del sistema fotosintético de los tratamientos uno al cuatro pudo evidenciarse
con la disminucion de las lecturas hechas con SPAD-502 (Figura 19), instrumento cuyas
unidades se correlacionan con la concentraciébn de clorofila extractable y con las

concentraciones foliares de nitrégeno (Ramirez-Builes et al., 2012).

En la Figura 19 se observa que la primer lectura (tres dias después de la inoculacién) es
estadisticamente igual para todos los tratamientos (DMSH 1.931 y p=0.05), pero después
de esta y hasta la quinta (15 dias después de la inoculacion con hongos fiosféricos), las
lecturas de los tratamientos del uno al cuatro son menores (DMSH 1.593 y p=0.05), la
causa de esto fue la inoculacion con distintos hongos. Sin embargo a partir de la sexta
lectura (20 dias después de la inoculacién) los valores de unidades SPAD obtenidos por

todos los tratamientos fueron estadisticamente iguales (DMSH 1.963 y p=0.05).
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Figura 19. Tratamientos y unidades SPAD de cafetos inoculados con dos consorcios de hongos
endomicorrizicos y 14 hongos filosféricos.

En cuanto a la biomasa acumulada las plantas no se obtuvo diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos y los testigos inoculados con agua (5.0 g, p=0.05)
(Figura 20), por lo que la inoculacion no tuvo efecto en esta variable a pesar de que los
15 dias después de la inoculacién con hongos filosféricos las lecturas hechas con SPAD-
502 fueron menores en los tratamientos uno al cuatro. Esto se debié a que todos los
tratamientos que presentaron las menores lecturas SPAD Unicamente mostraban hambre
oculta (Ramirez-Builes et al., 2012) la cual no se prolongo por un periodo de tiempo largo,
ademas las plantas se encontraban en estado vegetativo, lo que les permitid una
recuperacion de tal manera que la produccion de biomasa no se vio afectada (Rendon y
Sadeghian, 2018).
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Figura 20. Biomasa acumulada durante 30 dias por cafetos inoculados con dos
consorcios de hongos endomicorrizicos y 14 hongos filosféricos.

Es importante mencionar que no se presentaron sintomas de infeccién por ningn hongo
filosferico inoculado, ademas las lecturas SPAD del testigo inoculado con agua y del
tratamiento inoculado con uredias de roya fueron iguales, por lo que el experimento
completo fue repetido una vez mas obteniendo los mismos resultados pero esta vez
colocando a la par de la inoculacion de cafetos, esporas de los hongos en camaras
hamedas para observar geminacion de estas estructuras. El resultado fue que todos los
hongos presentaron germinacién en mas del 60 % de las esporas evaluadas a excepcion

de H. vastatrix donde ninguna uredia germino.

Posiblemente la falta de germinacion de H. vastatrix se debi6 al shock de temperatura al
gue se sometieron las ureadias, pues al recolectarlas la temperatura fue 18 +1 °C, pero
al trasportarla se coloco en hieleras con temperaturas de 4 °C aproximadamente, ademas
la humedad del sitio de recoleccion fue distinta a la del area donde se mont6 el
experimento. Dill-Hinnah et al. (2018) menciona que la temperatura y la humedad son los
principales factores que influyen en la infeccion de la roya anaranjada, por lo que es
indispensable continuar con pruebas que permitan establecer temperaturas y rangos de

humedad para resguardar in6culos viables de este patégeno con fines de investigacion.
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4.4. CONCLUSIONES

El porcentaje de colonizacion de hongos endomicorrizicos fue mayor en los tratamientos
inoculados con el consorcio que contenia a los géneros Acaulospora y Gigaspora debido
que los hongos filosféricos propiciaron un deterioro del sistema fotosintético del
hospedero y lo obligéb a demandar mayor cantidad de nitrdgeno, favoreciendo la simbiosis
con el consorcio Acaulospora y Gigaspora. Este resultado fue respaldado por lecturas
SPAD menores en los tratamientos inoculados con los géneros endomicorricos antes

mencionados.

Se observé que las uredias de H. vastatrix fueron incapaces de germinar por lo que se
sugiere evaluar otras formas de recoleccion, desinfestacion e inoculacion de este

patdgeno.
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CONCUSIONES GENERALES

En esta investigacion se hongos endomicorrizicos presentes en café de variedad Criollo,
Bourbon, Garnica y Geisha. Donde no existié diferencia entre los géneros predominantes,
estos fueron Acaulospora, Rhizophagus, Clareideoglomus, Diversispora, Septoglomus y
Glomus por lo que se concluye que la diversificacion de géneros endomicoricicos no esta
afectada ni definida por las variedades de café evaluadas. Sin embargo la proporcion del
género Acaulospora con respecto a la de Rhizophagus parece estar relacionada con la

infeccion de roya anaranjada.

En general, al observar anicamente la dindmica de micorrizacion, se encontrd que las
plantas que establecen relaciones mutualistas con hongos endomicorrizicos se ven
menos afectadas por patdgenos, que aquellas que no lo hacen. Esta aseveracion es
respaldada por el porcentaje de colonizacion y el nimero de esporas hallados en plantas

sanas en comparacion con las enfermas.

Al evaluar la abundancia de hongos epifitos y endéfitos de hojas de café se concluye que
la distribucion de los géneros asi como su capacidad patogénica obedecio a la presencia
de lesiones foliares causadas por roya, a las condiciones ambientales al momento del
muestreo de hojas y a la simbiosis establecida entre el hospedante y géneros especificos

de hongos endomicorrizicos.

Por otro lado, la inoculacion con géneros endomicorricicos especificos junto con hongos
filosféricos no afecta la cantidad de biomasa acumulada de cafetos criollos en etapas
vegetativas pero es posible observar un periodo breve de hambre oculta cuando en un
mismo hospedante interactian hongos patégenos que deterioran el sistema fotosintético
con hongos endomicorrizicos que favorecen la absorcion de nitrogeno antes que la de

fosforo.
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