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RESUMEN

Debido a la importancia econdmica del café (Coffea arabica) para México y del dafio
potencial que los fitopatogenos fingicos pueden ocasionar a su cultivo y produccion, el presente
trabajo esta dirigido a investigar el papel ecologico de las comunidades de hongos endofitos foliares
de C. arabica como controles bioldgicos de los hongos fitopatogenos mediante bioensayos de
antagonismo in Vvitro entre los hongos endéfitos y fitopatogenos de esta planta. El cepario del
Laboratorio de Alelopatia del Instituto de Ecologia de la UNAM proporciond los hongos utilizados en
esta investigacion: catorce aislamientos de hongos fitopatdgenos foliares y once de hongos endofitos
foliares que se obtuvieron originalmente de las hojas de C. arabica de un cafetal con manejo
tradicional en Huatusco, Veracruz. Todos estos hongos se identificaron segiin sus caracteristicas
morfologicas; se llegd hasta género sdlo en cuatro fitopatdogenos y en los once endofitos. Mediante
inoculaciones in vivo de los hongos fitopatdgenos en hojas de C. arabica separadas de la planta, se
seleccionaron aquellos que les causaron los sintomas mas severos de enfermedad. Se midieron las
velocidades de crecimiento de los hongos fitopatogenos y endofitos seleccionados, sembrandolos,
separadamente, en condiciones estériles, en Papa-Dextrosa-Agar (PDA) solo y con extracto acuoso de
hojas de café al 20%. Se realizaron los bioensayos de antagonismo in vitro enfrentando a los hongos
fitopatogenos con los hongos endoéfitos, sembrandolos en PDA seglin su velocidad de crecimiento. Se
volvieron a seleccionar sélo los hongos fitopatégenos y endofitos que mostraron la mayor capacidad
antagonica; estos hongos se utilizaron en un segundo bioensayo de antagonismo, sembrandolos en
PDA con extracto de hojas de café al 20%. Los hongos que crecieron mas rapido durante las pruebas
de antagonismo fueron los endofitos 1 al 7, pero presentaron baja resistencia ante los hongos
fitopatogenos, lo que apoya la hipotesis de que los hongos de rapido crecimiento son menos
antagonicos que los de lento crecimiento. En general, los hongos fitopatdgenos resultaron mas
antagonicos que los endofitos, sin embargo, los hongos endodfitos Verticillium sp. y Guignardia
mangiferae fueron los mas resistentes frente a los fitopatogenos, sin embargo el endofito 8, Xylaria
sp., resultod el mas antagoénico de todos los hongos utilizados en los bioensayos. Segun lo observado,
algunos hongos endofitos foliares de Coffea arabica podrian desempefiar un papel defensivo, dentro
del cafeto, contra el ataque de ciertos hongos fitopatégenos; estudios posteriores sobre el papel
ecologico de los hongos endodfitos de Coffea arabica, aportaran mayores conocimientos con el fin de
considerar a los hongos endofitos de esta importante planta cultivada, como una alternativa

prometedora para protegerla contra las enfermedades.



INTRODUCCION

Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariontes (poseen nucleo verdadero) pudiendo ser
unicelulares (levaduriformes) o filamentosos, formados por hifas cuyo conjunto constituye el
micelio. Son heterotrofos, se alimentan por absorcion y tienen paredes celulares [Bergman, 2006;
Bruns, 2006]. Los hongos se ubican dentro del reino Fungi, que se diferencia de otros reinos
como el de las bacterias, debido a que €stas no poseen nucleo verdadero [Hogan, 2013], el de las
plantas, debido a que éstas poseen cloroplastos y realizan fotosintesis [Lewis y McCourt 2004], y
el de los animales, debido a que éstos no presentan pared celular de ningun tipo [Davidson,
2005]. Generalmente, los hongos son filamentosos, su unidad celular basica se denomina hifa, la
cual es un compartimiento tubular rodeado de una pared celular rigida que posee glucano, quitina
y glicoproteinas [Bruns, 2006; Ponton, 2008], a diferencia de las plantas que contienen celulosa.
La hifa se extiende por medio del crecimiento de su parte terminal, y se multiplica ramificdndose
y creando una fina red llamada micelio el cual constituye el cuerpo vegetativo de los hongos
pluricelulares [Bruns, 2006; Ulloa y Hanlin, 2012]. Los hongos no son vasculares y suelen
reproducirse por medio de esporas producidas sexualmente (meiosis) o asexualmente (mitosis), o
pueden reproducirse sin formacion de esporas (fragmentacion); las esporas son usualmente
diseminadas por el viento, dependiendo de las especies y condiciones ambientales [Webster y
Weber, 2007]. Generalmente los hongos no son moviles, y como se menciond, son organismos
heterétrofos al igual que los animales [Bergman, 2006], pero a diferencia de éstos, los hongos
realizan una digestion externa de sus alimentos, secretando enzimas y posteriormente las hifas
absorben los nutrientes resultantes de la digestion [Hawksworth et al., 1983; Ulloa y Hanlin,
2012].

Los hongos son ubicuos y cosmopolitas y habitan tanto ambientes terrestres como
acuaticos [Agrios, 1997]. Seglin su ecologia, los hongos pueden clasificarse en cuatro grupos:

saprobios, parasitos, patdgenos y simbiontes mutualistas [Webster y Weber, 2007].

Los hongos y sus interacciones con las plantas
Los hongos pueden establecer diversos tipos de asociaciones con las plantas vasculares.
Se encuentran asociados a las superficies y exudados vegetales, a las raices de las plantas como

hongos micorrizégenos, como parasitos bidtrofos y necrotrofos, como colonizadores del tejido



vegetal muerto, o bien viviendo dentro de los distintos 6rganos de una planta como hongos

endofitos (HE) [Agrios, 1997].

Los hongos endéfitos

Los microorganismos endofitos son hongos o bacterias que en algin momento de su ciclo
de vida invaden los tejidos de las plantas vivas y ocasionan infecciones asintomaticas dentro de
¢éstos, es decir, sin producirles sintomas de enfermedad [Wilson, 1995]. Los HE han sido
encontrados en todas las plantas estudiadas [Lopez-Llorca, y Macia-Vicente, 2009], pero muchas
de las relaciones que mantienen con las plantas ain no son conocidas en su totalidad, y por ello,
estas relaciones se contintian investigando con el fin de tener un mayor conocimiento de todos los
procesos involucrados en ellas [Faeth, 2002]. De igual manera el mecanismo por medio del cual
las plantas controlan el acceso de los HE capaces de introducirse en sus hojas, es escasamente
conocido. Varios reportes han sugerido que algunos HE invaden a las plantas a través de las
heridas hechas por insectos y otros acceden a través de los estomas de la planta [Osono y Takeda,
1999; Oliveira et al., 2004; Lemons et al., 2005]. La composicion de especies y su abundancia
relativa dentro de las comunidades de HE, puede reflejar las distribuciones espaciales en los
organos de la planta hospedera asi como los periodos de muestreo [Mueller et al., 2004].

Los HE desempenan un amplio rango de papeles ecoldgicos interactuando con las plantas
hospederas en un continuum desde el mutualismo hasta el parasitismo y la patogenicidad
[Saikkonen et al., 1998], estas interacciones son versatiles y dinamicas. Los HE pueden ser
patogenos en un hospedero e inocuos en otro, no patdégenos o patégenos que han reducido su
patogenicidad o han incrementado sus periodos de latencia en las plantas hospederas, o bien
pueden ser habitantes pasivos de un habitat o nicho posible (la planta) esperando una oportunidad
para propagarse [Schulz y Boyle, 2005; Backman y Sikora, 2008]. Este Gltimo caso permite que
las defensas de las plantas hospederas se fortalezcan para reducir o detener el crecimiento de los
patogenos [Paracer y Ahmadjian, 2000]. De hecho se considera que los HE mutualistas
evolucionaron a partir de hongos parasitos o patdégenos [Saikkonen et al., 1998; Stone et al.,
2004]. Se ha postulado que la interaccion hongo endoéfito-planta hospedera es un antagonismo
balanceado que depende de un equilibrio entre la virulencia del hongo y las defensas de la planta;

ademas, diversos factores como el estado fisiologico de la planta, las condiciones ambientales y



la etapa de vida en que la planta es colonizada por parte del HE, determinan el tipo de interaccion
[Schulz et al., 1999; Redman et al., 2001].

Si la relacion HE-planta es favorable para ambos organismos, entonces constituye una
simbiosis mutualista. Errobneamente se suele usar la palabra “simbiosis” como sinéonimo de
mutualismo. El concepto de simbiosis, palabra que deriva de los vocablos griegos gdv (syn “con”
0 “juntos”) y piwaois (biosis “viviendo”), se define como: “la asociacion entre dos o mas
organismos de diferente especie que pueden beneficiarse de esta asociacion, ser danados, o no ser
afectados por ella” [Paracer y Ahmadjian, 2000]. Para los efectos de la presente investigacion, el
término “hongo endofito” (HE) hara referencia a un hongo que ha sido aislado de los tejidos de
una planta, la cual no presenta sintomas aparentes de enfermedad en el momento de su
aislamiento.

Los registros fosiles indican que las plantas han estado asociadas tanto con HE como con
hongos micorrizogenos por lo menos desde hace 400 millones de afios [Redecker et al., 2000;
Krings et al., 2007]. Muy probablemente esta asociacion ya existia cuando las plantas
colonizaron el ambiente terrestre, desempeniando, por lo tanto, un largo e importante papel en la
evolucion de la vida terrestre [Rodriguez et al., 2009].

Entre las relaciones mutualistas que los HE pueden establecer con sus plantas hospederas
se encuentra la proteccion contra diversos tipos de estrés bidtico y abidtico, como la defensa
contra la herbivoria, la reduccion de poblaciones de microorganismos fitopatdogenos en los tejidos
vegetales y la tolerancia a la sequia [Redman et al., 2001]. Por otra parte, los HE también pueden
producir metabolitos similares, en estructura y funcion, a los compuestos que la planta hospedera
sintetiza [Strobel, 2002], como es el caso del HE Taxomyces andreanae que sintetiza un
compuesto similar al taxol que produce el tejo del Pacifico (Taxus brevifolia), su arbol hospedero
[Stierle et al., 1993: [Unterseher, 2011]. Asimismo los HE, pueden sintetizar hormonas vegetales,
como las giberelinas, promoviendo el crecimiento de la planta hospedera [MacMillan, 2002].
Probablemente los HE foliares en los arboles forestales son los mas frecuentemente asociados
con el término ‘continuum endofitico’, debido a que representa el balance adecuado entre la
virulencia del hongo y las defensas de la planta [Saikkonen et al., 1998; Schulz y Boyle, 2005;
Rodriguez et al., 2009]. En la Figura 1 se pueden observar algunos de los beneficios que los HE

aportan a su planta hospedera.



Resistencia a las enfermedades

Colonizada No colonizada

Tolerancia a la sequia

Colonizada No colonizada

Estimulacion del crecimiento

Tomado de Reedman, 2001

I Colonizada No colonizada

Figura 1. Algunos beneficios que produce la colonizacion de hongos endofitos mutuallstas en
sus plantas hospederas.



Grupos de hongos endofitos
Los hongos son considerados un grupo monofilético, no obstante, incluso en la actualidad,
hay algunos taxa cuya filogenia no ha sido totalmente esclarecida [James et al., 2006; Hibbett et

al., 2007; Blackwell et al., 2012]. La clasificacion mas aceptada actualmente se muestra en la

Figura 2.

Dikarya Basidiomycota

Ascomycota

Glomeromycota

Zygomycota

FUNGI Blastocladiomycota
Chytridiomycota

Neocallimastigomycota

? = Microsporidia

Figura 2. Filogenia del reino Fungi. Las lineas punteadas indican que la monofilia de estos
grupos no ha sido totalmente confirmada, y el simbolo ¢?” significa que la ubicacion de este
grupo dentro del reino, ain no ha sido determinada. Filogenia modificada de James et al., 2006,
Hibbett et al., 2007 y Blackwell et al., 2012.

Dentro del subreino Dikarya se encuentran las divisiones taxonomicas (phyla)
Ascomycota y Basidiomycota [Lutzoni et al., 2004; James et al., 2006], en las cuales se
reconocen dos grandes grupos de HE: los clavicipiticeos (Clavicipetaceae) que colonizan
mayoritariamente a los pastos de manera sistémica, y los no clavicipitidceos que colonizan a todos
los demas linajes de plantas mediante una colonizacion horizontal localizada dentro de los tejidos
vegetales [Faeth y Fagan, 2002; Rodriguez et al., 2009].

Los HE clavicipitdceos pertenecen a la clase Sordariomycetes del phylum Ascomycota.
Por su parte los HE no clavicipitaceos (cuya colonizacion no es sistémica) pertenecen a diversas
clases, ordenes y familia de hongos y representan una gran diversidad de especies, la mayoria de
las cuales también se encuentran dentro de los Ascomicetos y una minoria dentro de los

Basidiomicetos [Rodriguez et al., 2009].



La mayoria de los estudios sobre los HE han sido enfocados sobre los clavicipitaceos que
habitan dentro de los pastos de zonas templadas [Clay, 1991; Saikkonen et al., 1998; Malinowski
y Belesky 1999], en cambio los HE asociados a todos los demas tipos de plantas, son menos
conocidos a pesar de que éstos pueden ser altamente diversos dentro de una misma planta
hospedera, especialmente en bosques tropicales y representan al menos cinco clases del phylum
Ascomycota, a menudo con alrededor de 3 a 20 especies, coexistiendo como comunidades
colonizadoras localizadas dentro de hojas individuales [Lodge et al., 1996].

La particularidad de los miembros del subreino Dikarya es que carecen de flagelos, v,
ademads, producen tanto hifas como células que albergan dos nucleos funcionales (células
dicarioticas), y mantienen esta estructura mediante elongaciones de las hifas y particiones al final
de éstas (baculos en Ascomycota y fibulas en Basidiomycota) [Herrera y Ulloa, 1990; Ulloa y
Hanlin, 2012]. En los hongos del subreino Dikarya las hifas estdn seccionadas en células por
paredes internas llamadas septos, los cuales estan perforados (poros). Una caracteristica
importante que diferencia a ambas divisiones taxondmicas, es el disefio de los septos hifales,
existen septos homogéneos y con bordes redondeados en Ascomycota y ‘doliporos’ (poro central
rodeado por una dilatacion de la membrana) en Basidiomycota [Moore, 1996]. En la Figura 3 se

muestran algunas caracteristicas distintivas de los hongos Ascomicetos y Basidiomicetos.

|4 9 b\

doliporo “
Figura 3. Caracteristicas distintivas de Ascomicetos y Basidiomicetos: (a) septos hifales de

ascomicetos, (b) septos hifales de basidiomicetos, (c) formacién de fibulas en el basidiomiceto

Cantharellus cibarius, (d) formacion de baculos en el ascomiceto Hypomyces sp.
Imégenes tomadas de: Cubas, 2007 (a) y (b), y Ulloa y Hanlin, 2012 (¢) y (d).




Mycelia Sterilia

Un problema comun al trabajar con cultivos de HE tropicales es que muchos de estos no
esporulan y por ello no pueden identificarse [Hawksworth y Rossman, 1997; Arnold et al., 2000].
La sistematica moderna de hongos esta basada en la morfologia de las esporas y sus estructuras
reproductoras, entonces la ausencia de cualquiera de éstas hace que los hongos estudiados no
puedan ser identificables usando métodos tradicionales de comparacion morfologica para
clasificarlos [Vinnere, 2004]. Si las condiciones no son adecuadas para identificar ciertos hongos
estudiados, éstos pueden agruparse en morfoespecies, las cuales se basan en morfologias
similares y tasas de crecimiento en medios de cultivo [Santamaria y Bayman, 2005].

Mycelia Sterilia (hongos estériles) es un grupo especial y artificial de hongos que incluye
a todos aquellos que no producen ningln tipo conocido de esporas, ya sean sexuales o asexuales
[Hawksworth et al., 1983]. Originalmente los miembros de Mycelia Sterilia se ubicaban en otro
grupo artificial, Deuteromycota (Fungi imperfecti), en el cual sus miembros no tienen fase sexual
conocida. No obstante, en Deuteromycota es conocida la formacion de esporas de origen asexual
mientras que en Mycelia Sterilia no se conoce produccioén de esporas de ningun tipo [Vinnere,
2004].

Cuando se trabaja con hongos estériles, el investigador puede asignar los aislamientos
obtenidos a las divisiones Ascomycota y Basiodiomycota utilizando, como se mencion6, unas

cuantas caracteristicas disponibles del micelio [Vinnere, 2004], es decir:

- La estructura de los ‘poros’ de los septos en Ascomicetos y de los ‘doliporos’ en
Basidiomicetos [Moore, 1996].
- Las estructuras dicariéticas: ‘fibulas’ en Basidiomicetos [Alexopulos et al., 1996; Ulloa y

Hanlin, 2012] y ‘baculos’ en Ascomicetos [Ulloa y Hanlin, 2012; Herrera y Ulloa, 1990].

Actividad biologica de los hongos enddfitos

En diversas investigaciones se ha observado que la presencia de HE y el modo en que
actiian dentro de la planta hospedera, estan asociados con la disminucién o eliminacion del dafo
ocasionado por microorganismos patdégenos [Arnold et al., 2003; Evans et al., 2003; Rubini et
al., 2005; Mejia et al., 2008]. Se conocen dos formas por medio de las cuales los HE
proporcionan resistencia a las plantas hospederas: 1) de forma directa, ya sea al interactuar con

los microorganismos patégenos mediante antibiosis 0 micoparasitismo, determinado por enzimas



degradantes de la pared celular de los patégenos, o bien por exclusion competitiva del habitat
(competencia por el substrato); y 2) de forma indirecta, al inducir respuestas intrinsecas de
resistencia en la planta hospedera [Ganley et al., 2008; Mejia et al., 2008]. En algunos casos,
estas dos formas de promover resistencia pueden actuar conjuntamente [Perez-Leblic et al., 1982;
Widden y Scuttolin, 1988; Whipps, 1992].

Es importante comprender la interaccion no sélo entre HE y sus plantas hospederas, sino
también entre HE y hongos fitopatogenos (HF) [Kurose et al., 2012]. La competencia entre
hongos, como entre otros organismos, se caracteriza por la lucha que se establece con el fin de
adquirir recursos primarios, lograr el acceso inicial a algun recurso disponible, o por obtener
recursos secundarios. De esta manera, Rayner y Webber [1984] mencionan que la capacidad
competitiva de un hongo se refiere a la habilidad de éste para apropiarse de los recursos ya
obtenidos. En el ambiente natural, la inhibicion que un hongo produce sobre otro, podria ser el
resultado de la competencia por nutrientes y espacio, o podria tratarse de la produccion de
antibiodticos o de la interferencia directa entre las hifas [Shearer y Zare-Maivan, 1988].

En estudios de competencia in vitro entre HE, se ha observado que éstos pueden inhibir el
crecimiento de otros microorganismos, de otros HE [Espinosa-Garcia et al., 1996; Arnold et al.,
2003] y de hongos fitopatogenos [Yue et al., 2000]. Algunos ascomicetos endofitos son
conocidos por la fuerte defensa que oponen ante el ataque de saprobios basidiomicetos [Rayner y
Boddy, 1988]. Aunque atin no se ha aclarado si este tipo de relacion ocurre en el interior de los
tejidos, los estudios de antagonismo in vitro y produccion de metabolitos secundarios de los HE,
podrian ayudar a explicar la complejidad, variedad e importancia de las relaciones de los HE con
otros organismos de su entorno [Carroll, 1995; Arnold y Herre, 2003; Stone et al., 2004].

Es dificil establecer la importancia de las sustancias inhibidoras en las interacciones
fingicas, porque, ademdas de la produccion de estas sustancias, muchos otros factores estan
involucrados en aquellas interacciones relacionadas con la competencia (la eficiencia de
germinacion del inoculo, su tasa de crecimiento, los patrones de utilizacion del sustrato, etc.) En
pruebas in Vvitro, excepto en casos donde la inhibicion ocurre a distancia, es dificil determinar si
la inhibicidén es por explotacion (resultado de la competencia por nutrientes o espacio) o por
antagonismo (antibiosis o interferencia hifal directa) [Shearer y Zare-Maivan, 1988].

En las plantas colonizadas con HE, se desconoce si el mecanismo de aumento de

resistencia a las enfermedades en éstas, es atribuible a los compuestos bioactivos producidos por



los HE, a los compuestos producidos por la planta en respuesta a la colonizacién por estos
hongos, a la competencia entre los hongos conviviendo dentro de la planta, o a algin mecanismo
de exclusion fisica de los HF [Rodriguez et al., 2009].

De acuerdo a los estudios in vitro realizados por Arnold y Herre [2003], las respuestas de
especies particulares de HE foliares a los extractos de plantas hospederas especificas, indican que
los HE son sensibles a la composicion quimica de la hoja. Los HE capaces de vivir dentro de
diversas especies de plantas hospederas, posiblemente resisten las condiciones quimicas de las
hojas de estas plantas, incluso a diferentes edades, puesto que se han adaptado, durante su
evolucidn, a los metabolitos que las hojas producen, mientras que las diferencias quimicas en las
hojas de otras especies podrian interferir en el crecimiento de los HE.

En vista de que las plantas hospederas son el habitat natural in vivo de los HE [Arnold et
al., 2000; Cannon y Simmons, 2002], se ha comprobado que la quimica de las hojas desempefia
un importante papel en la formacion de las comunidades endofiticas en los arboles de los bosques
tropicales [Arnold et al., 2000; Arnold y Herre, 2003]. Asimismo, se ha sugerido que la aparente
plasticidad y diversidad de relaciones interespecificas entre los HE, pueden contribuir a la
defensa efectiva contra los patdgenos en plantas lefiosas. Si tomamos en cuenta las diversas y
cambiantes asociaciones de fitopatogenos en las plantas de bosques tropicales, es posible que la
defensa mediada por los HE aumente cuando existe alta diversidad, tanto de HF como de HE

dentro de las hojas de las plantas hospederas [Arnold et al., 2003].

Bioensayos de antagonismo

Cuando se realizan bioensayos de antagonismo in Vitro para investigar las relaciones entre
HE y HF, la siembra de ambos hongos es realizada de acuerdo a sus tasas de crecimiento, lo que
quiere decir que podrian sembrarse frente a frente en diferentes tiempos, esto se hace con el fin
de prevenir la prematura competencia por recursos primarios tales como espacio y nutrientes
[Shearer y Zare-Maivan, 1988]. La extrapolacion de los datos obtenidos de los bioensayos in
vitro puede ser util como una guia para saber qué es lo que sucede en condiciones naturales
[Yuen et al., 1999].

Independientemente que deben conocerse las tasas de crecimiento de los hongos, los
inoculos de aquellos que se ponen a competir in vitro, deben ser del mismo tamafio (5 mm de

diametro) [Shearer y Zare-Maivan, 1988], de otra manera, el resultado final de la interaccion
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podria estar determinado no s6lo por la capacidad de competencia o defensa de los endoéfitos sino

también por la diferencia de tamaiio del inoculo [Fukasawa et al., 2009].

Indice de Antagonismo

Cuando se quiere determinar la habilidad de un hongo para competir o inhibir a sus
competidores, se calcula su Indice de Antagonismo (IA). Durante los bioensayos para calcular el
IA, la asignacion de efectos, categorias y valores de las interacciones pueden variar dependiendo
de lo que observe el investigador, pero basicamente la asignacion estd centrada en la inhibicion o
la resistencia de los hongos al enfrentarse con otros [Shearer y Zare-Maivan, 1988; Yuen et al.,
1999]. Si el IA de un hongo es bajo, esto significa que éste es mas débil para interferir o inhibir el
crecimiento de otras especies [Yuen et al., 1999].

De acuerdo con Shearer y Zare-Maivan [1988], cuando se ponen a competir hongos in
vitro, en el 96% de los casos, aproximadamente, se presenta una inhibicion del crecimiento, ya
sea solo de uno de los hongos o de ambos. La habilidad de los hongos que inhiben marcadamente
a otros al enfrentarlos, ya sea mediante la produccion de metabolitos secundarios (antibioticos),
por parasitismo o competencia por recursos, esta correlacionado con la presencia de hongos con

menor capacidad inhibitoria [Santamaria y Bayman, 2005].

Los hongos enddfitos y fitopatdgenos de Coffea arabica

Coffea arabica es una especie originaria del suroeste de Etiopia [Rice, 1999; Anthony et
al., 2002] que fue introducida a México a finales del siglo XVIII y se cultivo principalmente en
las zonas montafiosas medias y altas del pais [Moguel y Toledo, 1996]. El cultivo, produccion,
comercializacion y exportacion del café tienen un papel muy importante para la economia
nacional al generar ingresos monetarios anuales significativos, y por ser fuente de empleo, directo
e indirecto, de varias decenas de miles de personas. En 2011 México ocup6 el décimo lugar en la
producciéon mundial de café [FAO, 2012], con una produccion de 237,056 toneladas.
Actualmente el café se cultiva en mas de 12 estados de la Republica Mexicana, con la mayor
produccion en los estados de Oaxaca, Chiapas, Veracruz y Puebla [SAGARPA, 2012].

En Meéxico, los cafetales son de diversos tipos de acuerdo al patron de cultivo
(monocultivo o policultivo), la cobertura o ‘sombra del café’ (especies nativas de arboles o
introducidas) existente en su area, asi como a las cantidades de uso de diversos agroquimicos. Se

denomina cafetal rtstico o tradicional a aquel cuya cobertura vegetal de sombra es la original de
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los arboles del bosque meséfilo de montana o bien se trata de especies de arboles introducidas,
generalmente del género Inga, y donde se utilizan escasamente los agroquimicos (Figura 4)

[Moguel y Toledo, 2004; Hernandez-Martinez et al., 2009].
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Tomado de Moguel y Toledo, 2004

Figura 4. Cultivo de la planta del café (Coffea arabica). A la izquierda se observa un ejemplar
con frutos durante la cosecha. A la derecha se muestra el patron de cultivo de tipo rustico.

Los estudios de los hongos endofitos de Coffea arabica son escasos, a pesar de la
importancia de las interacciones de estos microorganismos con las plantas de café. Los pocos
estudios que se han realizado han sido dirigidos a la evaluacion de la diversidad de estos hongos
en bosques secundarios [Santamaria y Bayman, 2005] y en cultivos en distintas partes del mundo
[Vega et al., 2010], sin darle importancia al efecto del manejo del cafetal en la diversidad de HE
y al posible papel de estos microorganismos en la planta hospedera, asi como a las interacciones

con fitopatdgenos dentro de la planta.

Importancia del estudio

Debido a la importancia econémica de Coffea arabica para México y al dafio que los
hongos fitopatdégenos pueden ocasionar a su cultivo y produccidn, el presente trabajo esta
dirigido a investigar el posible papel ecologico de las comunidades de hongos endofitos foliares
del cafeto en la incidencia de hongos fitopatdgenos asociados a esta planta. Los hongos, endoéfitos
y fitopatogenos, utilizados en este estudio, fueron previamente aislados durante una colecta en
hojas de C. arabica en un cafetal con manejo rustico o tradicional en el municipio de Huatusco,

Veracruz.
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HIPOTESIS

Si los hongos endoéfitos foliares de un cultivo rustico de Coffea arabica afectan la
incidencia y/o desarrollo de hongos fitopatdogenos en bioensayos de antagonismo in Vitro,
entonces los resultados obtenidos podrian indicar el posible papel ecologico de algunos hongos

endofitos dentro de las hojas de C. arabica en el ambiente del cafetal.

Objetivo General

Evaluar las distintas relaciones que se establecen entre los hongos endoéfitos y
fitopatogenos foliares de Coffea arabica, mediante bioensayos de antagonismo in Vitro,
utilizando distintos medios de cultivo con el fin de determinar el posible papel ecologico de los
hongos endofitos estudiados durante los enfrentamientos que se producen entre ellos y los hongos

fitopatdgenos a las hojas del cafeto, en condiciones naturales.

Objetivos Particulares

e Identificar hasta género, las cepas de los hongos fitopatdgenos seleccionados, con base en
las caracteristicas de su esporulacion, utilizando claves taxondmicas. Las cepas de hongos
fitopatogenos que no esporulen seran asignadas a morfotipos con base en sus
caracteristicas macroscopicas y tasas de crecimiento.

e Evaluar in vivo la patogenicidad de los hongos fitopatdgenos mediante su inoculacién en
hojas desprendidas de Coffea arabica con objeto de seleccionar los morfotipos que
ocasionen la mayor cantidad de sintomas evidentes de enfermedad.

e Seleccionar las especies de hongos endofitos foliares, ya identificadas morfologicamente,
que fueron aisladas con mayor frecuencia de las hojas de los cafetos, con el fin de
enfrentarlas a los hongos fitopatdgenos, en los bioensayos de antagonismo.

e Realizar los bioensayos de antagonismo in Vvitro entre los hongos endofitos y los hongos
fitopatogenos seleccionados, a fin de evaluar la capacidad antagonica que unos y otros
muestren en estos bioensayos.

e Determinar, a través de los bioensayos de antagonismo, el posible papel ecologico que
desempefian los hongos endofitos estudiados, durante su enfrentamiento, en condiciones

naturales, con los hongos fitopatogenos a las hojas del cafeto.
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MATERIALES y METODOS

1) Identificacidn de los hongos fitopatdgenos de Coffea arabica
Se seleccionaron catorce aislamientos de HF del cepario del Laboratorio de Alelopatia del
Instituto de Ecologia de la UNAM. Estos hongos fueron aislados previamente de lesiones
foliares presentes en hojas de Coffea arabica de un cafetal rustico de Huatusco, Veracruz.
Estos catorce HF fueron sembrados bajo condiciones estériles, dentro de una campana de
flujo laminar, en cajas de Petri con diferentes medios de cultivo estériles, con el fin de

seleccionar aquel donde mejor crecian los HF:

e Papa-Dextrosa-Agar (PDA = papa 200 g., dextrosa 20 g., agar 15 g., 1 L agua destilada),
e Avena-Agar (AA =avena 20 g, agar 30 g., 1 L agua destilada),

e Medio V8 (Jugo V8 180 mL, CaCOs 2 g., agar 15 g., 1 L agua destilada),

e Agua-Agar (agar 20 g., 1 L agua destilada) y

e Agar Extracto de Malta (Merck) (Malta 30 g., agar 15 g., 1 L agua destilada).

Las cajas sembradas fueron selladas con parafilm y colocadas en una incubadora a 25 °C
en la oscuridad, ya que la mayoria de las especies probadas en los estudios de crecimiento
muestran la mayor tasa de crecimiento en estas condiciones [Shearer y Zare-Maivan, 1988].
Algunos hongos se expusieron a la luz cercana a UV con objeto de promover su esporulacion
[Vinnere, 2004].

El crecimiento del micelio de cada hongo fue evaluado a los 5 y 10 dias, marcando, en
cada ocasion, los diametros observados en la parte posterior de la caja de Petri con un
marcador indeleble. Se observaron a detalle los micelios tomando en cuenta todas sus
caracteristicas macroscopicas (textura, color, velocidad de crecimiento, produccion de
exudado o pigmentos) y, posteriormente, se clasificaron utilizando claves taxonomicas
[Sutton, 1980; Barnett y Hunter, 1998]. Los hongos que no esporularon se clasificaron como
Mycelia Sterilia. Para los fitopatdgenos que esporularon se observaron, ademads, las
caracteristicas microscopicas (esporomas y medida de esporas) utilizando un microscopio
Zeiss Axioskop 40 y el programa AxioVision Rel 4.6 con el fin de identificarlos hasta nivel

de género.
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2) Evaluacion de la bioactividad de los hongos fitopatégenos y seleccion de los mas
virulentos para los bioensayos de antagonismo in vitro
Para evaluar la fitopatogenicidad de los HF, se realizaron bioensayos in vivo, en hojas de
cafeto separadas de la planta, inoculandolas con cada uno de los catorce HF. Estos
bioensayos se prepararon en condiciones estériles dentro de una campana de flujo laminar.
Los tipos de indculos utilizados se preparacion de acuerdo a la produccion de esporas o
ausencia de éstas en los HF. Los inoculos que se prepararon de cada uno de los HF, se
suspendieron en agua destilada estéril y fueron los siguientes:
» Para los HF que no produjeron esporas, se prepararon fragmentos del micelio
superficial molidos en un mortero y diluidos a una concentracion de 50 mg/mL (HF del
1 al 12).

» Para los HF que produjeron esporas, éstas se diluyeron a una concentracion de 6.3 x
10° esporas/mL (HF 13 y 14).

Las hojas de Coffea arabica que se inocularon, se cortaron de plantas creciendo en
condiciones asépticas en el invernadero del Instituto de Ecologia de la UNAM, dentro de
jaulas cubiertas con tela anti-afidos. Estas plantas se obtuvieron a partir de semillas
esterilizadas superficialmente para destruir esporas o cualquier microorganismo externo. Las
hojas que se cortaron se escogieron de la zona media de la planta para que fueran de tamafios
y edades similares. Estas hojas se colocaron en camaras himedas hechas con cajas de Petri,
en condiciones estériles, dentro de una campana de flujo laminar, 24 horas antes de la
inoculacion de los HF. Ambos tipos de indculo, se aplicaron separadamente en hojas
individuales. Los in6culos preparados con fragmentos de micelio, se aplicaron sobre el envés
de las hojas, utilizando un pincel. Los indculos preparados con esporas, se aplicaron
esparciéndolos sobre la superficie del envés, mediante una jeringa de insulina. Ademas, la
aplicacion de ambos indculos se realizo bajo tres tratamientos, realizdndose dos repeticiones
de cada uno de ellos:

1. A la mitad de las hojas se le hicieron rasguiios y perforaciones en el envés, con delgadas
agujas de insulina estériles (hojas heridas).
2. La otra mitad de las hojas se dejo intacta, no se le hicieron rasgufios o perforaciones

(hojas intactas).
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3. Dos tipos de control: hojas a las que se les aplicd agua destilada estéril en el envés, y
hojas sin aplicarles nada.

Las camaras humedas se sellaron con parafilm y se incubaron a 25 °C en la oscuridad. La
sintomatologia de las hojas fue revisada cada tercer dia durante un mes. Los HF que
ocasionaron los mayores sintomas de enfermedad en las hojas de café fueron seleccionados
para enfrentarlos con los HE en los bioensayos de antagonismo in vitro. Pequefios segmentos
de las areas con sintomas de enfermedad de las hojas infectadas, fueron resembrados en PDA
para asegurarse que los hongos que causaban los sintomas, eran los mismos que fueron

aplicados sobre las hojas (Figura 5).

Figura 5. Método de sembrado de los segmentos enfermos de las hojas inoculadas con
hongos fitopatogenos.

Seleccion de los hongos endofitos utilizados para los bioensayos de antagonismo in vitro
Se seleccionaron 11 aislamientos de HE del cepario del Laboratorio de Alelopatia del
Instituto de Ecologia de la UNAM. Estos hongos fueron previamente aislados de hojas sanas
de Coffea arabica de un cafetal rtstico de Huatusco, Veracruz e identificados hasta nivel de
género de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas macroscopicas (textura, color,
produccion de exudado o pigmentos), asi como a sus caracteristicas microscopicas
(esporomas y medida de esporas). Los criterios para seleccionar a estos HE para los
bioensayos de antagonismo in vitro fueron los siguientes:
e Hongos endofitos que se aislaron con mayor frecuencia de las hojas sanas de C. arabica.
e Hongos endofitos que se aislaron con menor frecuencia de las hojas sanas de C. arabica.
Estos once HE fueron sembrados bajo condiciones estériles, dentro de una campana de
flujo laminar, en cajas de Petri con PDA, con el fin de verificar que fueran viables. Las cajas

fueron selladas con parafilm y colocadas en una incubadora a 25 °C en la oscuridad.
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Los hongos endofitos que presentaron los criterios sefialados se muestran en la Figura 6.

Endéfito 1 Endéfito 2 Endofito 3 Enddéfito 4

~ w— \ . § g
= AN v s — - on
Cryptosporiopsis sp. 1 Cryptosporiopsis Cryptosporiopsis sp. 2 Colletotrichum
corticola boninense
Endofito 5 Enddfito 6 Enddfito 7 Enddfito 8

ol —.

‘\.
- - g 7 -’
Colletotrichum Xylaria sp. 1 Xylaria sp. 2 Xylaria sp. 3
gloeosporioides

Endofito 9 Enddfito 10 Endoéfito 11

Verticillium sp. Guignardia mangiferae Coniosporium sp.

Figura 6. Hongos endoéfitos seleccionados para los bioensayos de antagonismo.
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4) Evaluacion de las tasas de crecimiento de los hongos enddéfitos y los hongos
fitopatogenos seleccionados

Con el fin de medir sus velocidades de crecimiento y, de acuerdo a las tasas de
crecimiento respectivas, conocer las fechas adecuadas de siembra de los HE y los HF en los
bioensayos de antagonismo in vitro, ambos tipos de hongos seleccionados fueron sembrados,
por separado y bajo condiciones estériles, en cajas de Petri con los siguientes medios de
cultivo estéril:

+ PDA (Papa-Dextrosa-Agar).

% PDA adicionado con extracto acuoso de hojas de café al 20% (papa 200 g., hojas de café
200 g., dextrosa 20 g., agar 15 g., 1 L agua destilada). Este medio tenia la finalidad de
simular, en lo posible, las condiciones naturales dentro de su hospedera.

El crecimiento del micelio de los hongos se midid diariamente durante diez dias,
marcando cada dia, con un marcador indeleble, los didmetros observados en la parte
posterior de la caja de Petri. Se observo el nimero de dias en que cada hongo alcanzo6 un area
de 10 cm?® (velocidad de crecimiento) y se promedio la diferencia de cada medicién con
respecto a la anterior para obtener la tasa de crecimiento. Para compensar la diferencia en las
velocidades se colocaron primero los hongos de crecimiento lento y posteriormente los de

crecimiento rapido.

5) Bioensayos de antagonismo in vitro entre hongos endofitos y hongos fitopatdgenos
Una vez que se determinaron los tiempos de siembra para todas las cepas de los hongos
seleccionados, se realizaron dos bioensayos de antagonismo in vitro entre los HE y HF,

efectuando tres repeticiones por cada par de hongos enfrentados:

Hongo fitopatégeno vs. Hongo enddfito Repeticion
Xvs.Ya
X VS. Y
Xvs.YDb
Xvs.Yc

En el primer bioensayo, se utiliz6 como medio de cultivo PDA solo, conforme a la
velocidad de crecimiento de cada hongo, se sembraron los indculos de micelio de un HE y un

HF en una caja de Petri de 9 cm de didmetro en condiciones estériles, colocando los indculos
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en los extremos opuestos de la caja, con una separacion de 4 cm entre ellos, y alejados 2.5
cm del borde de la misma. Las cajas sembradas fueron selladas con parfilm y se colocaron en
una incubadora a 25 °C en la oscuridad. La interaccion de los hongos en estos bioensayos, se
evalu6 separadamente para cada hongo (cepa), cada 5 dias durante un mes, a partir de la
fecha en que cada hongo se sembrd, marcando en la parte posterior de la caja de Petri, como
se menciono, los crecimientos de los diametros de los micelios con un marcador indeleble.
En el segundo bioensayo, se utiliz6 PDA mezclado con extracto de hojas de café al 20%

como medio de cultivo, siguiéndose el mismo procedimiento mencionado (Figura 7).

Al 1T
Sy 1

Figura 7. Siembra de un par de hongos para ¢l bioensayo de antagonismo in vitro. En esta
imagen, el fitopatdgeno (indculo a la izquierda) se colocd dos dias antes que el endofito
(indculo a la derecha) debido a que crecia mas lento.

Los resultados obtenidos en el primer bioensayo (PDA solo), determinaron qué hongos
tenian baja o alta capacidad antagdénica y se seleccionaron sélo los mas antagonicos para el

segundo bioensayo.

Valoracion del Indice de Antagonismo (1A) y pruebas estadisticas

Los efectos de las interacciones entre HE y HF se evaluaron cualitativamente con el IA.
Para cada hongo se asign6 un valor numérico de acuerdo al tipo de interaccion con los otros
hongos (HE o HF) y al puntaje que se muestra en la Tabla 1, donde se pueden observar los
efectos entre cada par de hongos cuando se enfrentaron uno contra otro y las categorias que

se les asignaron con base en dichos efectos: inhibido, bloqueo mutuo o inhibidor.
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Tabla 1. indice de Antagonismo (IA) en la interaccion de cada par de hongos. En cada imagen el
hongo fitopatdgeno (especie 1) esta a la izquierda y el hongo endoéfito (especie 2) esta a la derecha.

EFECTOS OBSERVADOS Valor

A. El crecimiento de la especie 1 se detiene debido a que la especie 2 crece
encima de ella.

-2

~ B. EI crecimiento de la especie 1 es detenido por la especie 2. Se asign6 este
valor si la especie 2 crecio alrededor de la especie 1 (en la imagen), o si la
especie 2 inhibi6 a distancia a la especie 1, o si la especie 2 formé un halode | _q
inhibicion sobre la especie 1.

C. Ambas especies, 1 y 2, detienen su crecimiento al entrar en contacto mutuo.
Luego, ambas especies contintian creciendo hacia los lados o hacia atras,
pero ninguna inhibe a la otra y continuan igual hasta que ya no tienen mas
espacio para seguir creciendo. Las dos imagenes de la izquierda representan
la misma interaccion, cuando inicia (arriba) y cuando termina (abajo).

. La especie 1 detiene el crecimiento de la especie 2 (especie 1 crece alrededor
de especie 2; especie 1 inhibe a distancia a especie 2; especie 1 forma un 1
halo de inhibicion sobre especie 2).

. La especie 1 crece sobre la especie 2, deteniendo drasticamente su 2
crecimiento.

Calculo del indice de Antagonismo (lA)
IA=[nA(-2)] + [nB (-1)] + [nC (0)] + [nD (1)] + [nE (2)]

La formula es la suma de los efectos que cada hongo (endofito o fitopatdgeno) mostro en los bioensayos de
antagonismo al enfrentarse con todos los antagonistas correspondientes (fitopatogeno o endofito). Cada letra
representa un valor asignado segun el efecto observado, n es el numero de veces que ocurre dicho efecto. Si
uno de los efectos no se presenta, el valor de n sera 0. El resultado final del IA indica qué categoria se le
asigna a la especie 1: si el valor es negativo adquiere categoria de inhibido, si el valor es positivo adquiere

categoria de inhibidor y si el resultado es 0, tanto la especie 1 como la 2 presentan bloqueo mutuo.

Modificado de Yuen et al., 1999 y Leong et al., 2011
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El numero de veces (n) que un hongo obtuvo cada categoria se convirtidé en porcentajes:

+ n (Inhibidor)
Total de enfrentamientos Tofal de enfrentamientos Total de enfrentamientos

_( n (Inhibido) 4+ N (Blogueo mutuo) )X 100

Para la evaluacion cuantitativa, los didmetros de los micelios de los hongos se midieron
con el programa ImageJ 1.46r y a estas mediciones se les aplic6 un ANOVA factorial y

pruebas de Tukey, utilizando el programa STATISTICA StatSoft 2006 Version 7.
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RESULTADOS

Identificacion de los hongos fitopatogenos de Coffea arabica

Los catorce aislamientos de HF fueron sembrados en diferentes medios de cultivo estéril:
PDA, Avena-Agar, Medio V8, Agua-Agar y Malta-Agar, bajo las condiciones indicadas en la
metodologia. De los catorce aislamientos de HF sembrados, solo cuatro esporularon; los HF
restantes, fueron clasificados como Mycelia Sterilia debido a que no esporularon, confirmando
que bajo condiciones de laboratorio no todos los aislamientos de hongos logran esporular, segin
lo observado por Vinnere [2004]. Los morfotipos de los aislamientos de HF sembrados y sus

caracterizaciones se muestran en la Tabla 2 (los detalles se encuentran en el Anexo I).

Tabla 2. Claves de morfotipos y clasificacion de los hongos fitopatogenos

Morfotipo (cepa) Aislamiento* Clasificacion
1 HBM Mycelia Sterilia
2 HTC/HBM Mycelia Sterilia
3 HTC Mycelia Sterilia
4 HBC Mycelia Sterilia
) HBC Mycelia Sterilia
6 HBM Mycelia Sterilia
7 HBC Mycelia Sterilia
8 HBM Colletotrichum sp. 1
9 HTC Mycelia Sterilia
10 HBM Mycelia Sterilia
11 HBC Mycelia Sterilia
12 HTC Colletotrichum sp. 2
13 HBC Colletotrichum sp. 3
14 HBM Pestalotiopsis sp.

* Claves de la coleccion del cepario del Laboratorio de Alelopatia, tipo de hoja de café de la que
se aislaron las cepas de hongos fitopatdgenos:

HBM: Hoja variedad Bourbon con sintoma de Mycena.

HTC: Hoja variedad Tipica con sintoma de Cercospora.

HBC: Hoja variedad Bourbon con sintoma de Cercospora.

22



Las cepas 8, 12, 13 y 14 se identificaron hasta género utilizando las caracteristicas

morfologicas de su micelio y de sus esporas. Los géneros identificados fueron: Colletotrichum

sp. (HF 8, HF 12 y HF 13); y Pestalotiopsis sp. (HF 14). Los detalles se muestran en la Figura 8.

GENERO

Colletotrichum sp. 1

Pestalotiopsis sp.

ESPORAS

Colletotrichum sp. 2

MEDIDA DE ESPORAS

Largo: 9.07 — 17.02 um.
Media 12.02 pm

Ancho: 2.51 — 5.38 um.
Media 3.87 um

Largo: 11.18 —17.84 pm.
Media: 14.67 um

Ancho: 2.86 — 5.43 um.
Media 3.92 um.

Largo: 9.85 —17.18 um.
Media: 13.51 pm.

Ancho: 2.93 - 5.14 pm.
Media: 4.03 um

Largo: 11.34 — 28.34 um.

Media: 19.84 um.

Ancho: 4.67 — 8.03 um.
Media: 6.35 um.

Figura 8. Hongos fitopatdgenos que esporularon, género asignado y medida de sus esporas
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Evaluacion de la bioactividad de los hongos fitopatogenos y seleccion de los mas virulentos para los bioensayos de antagonismo in vitro
Un mes después de la inoculacion de los catorce HF en las hojas de Coffea arabica, se seleccionaron los mas antagdnicos con base en
los sintomas que causaron a las hojas: necrosis, decoloracion, crecimiento del micelio (extendido o en colonias). En la Figura 9 se muestran los

sintomas que los aislamientos (cepas) de HF provocaron en las hojas de café (con y sin heridas), después de un mes de su inoculacion.

Cepal - Cepa 2

Cepa 3

/=

/

P

Cepa 5

Cepa 7 Cepa 8 (Colletotrichum sp. 1)




Cepa 10 Cepa 12 (Colletotrichum sp. 2)

k‘ -
Control agua destilada estéril

R

olletotrichum sp. 3)

Cepa 13 (C Cepa 14 (Pestalotiopsis sp.)
/ _

*

g

Control solo (sin aplicacion)

Figura 9. Sintomas de enfermedad en las hojas de Coffea arabica un mes después de la
inoculacion con los hongos fitopatogenos. Para cada HF, la imagen de la izquierda es la
hoja sin heridas y la de la derecha la hoja con heridas.

) Los detalles de la inoculacion se encuentran en el Anexo II.
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Las imagenes mostradas en la Figura 9 indican que los HF entraron mas facilmente a las
hojas a través de las heridas hechas en ellas, lo que coincide con las observaciones hechas por
Oliveira et al. [2004] y Lemons et al. [2005].

Los resultados de los sintomas presentados en las hojas heridas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Sintomas en las hojas heridas de Coffea arabica un mes después de la inoculacion de
los catorce hongos fitopatdgenos; (----) sin sintomas, (X) con sintomas.

Cepa Necrosis Necrosis en Decoloracion Micelio Colonias
fitopatogeno extendida  pecioloy 4pice hoja (clorosis) extendido de micelio

SREBowovouas~wh e
XX XX XX XX XXX
XXX XX XX X X XX
XEXXXXXXX[H | X

14
Control agua

Control solo

P XX P XXX XX
EX XXX | XX XXXXX |

Control agua: Agua destilada estéril Control solo: Sin ninguna aplicacion

La razon por la cual en la Tabla 3 se muestran solo los sintomas de enfermedad en las
hojas heridas, se debe a que este tratamiento fue el que mostrd resultados mas claros en cuanto a
los sintomas mencionados. Por su parte el tratamiento de inoculacion de los HF en las hojas sin
heridas dio pobres resultados de dafio o enfermedad, muy pocas hojas presentaron un minimo
crecimiento de micelio de los hongos inoculados.

De las catorce cepas de HF utilizados inicialmente, solo ocho de ellos provocaron todos
los sintomas a las hojas heridas, por ello, estos ocho HF fueron los que se seleccionaron para los

bioensayos de antagonismo in vitro para enfrentar a los HE.
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Los HF seleccionados fueron resembrados en cajas de Petri con dos medios de cultivo
estériles (PDA solo y PDA con extracto de hojas de café al 20%) con el fin de obtener suficiente
inoculo de cada hongo para los bioensayos de antagonismo enfrentando a los HE in vitro. En la

Figura 10 se muestran los ocho HF seleccionados.

Cepa 4 Cepa s Cepa 6

Figura 10. Hongos fitopatogenos seleccionados para los bioensayos de antagonismo in vitro.

Seleccién de hongos enddfitos utilizados para los bioensayos de antagonismo in vitro

Las once cepas de HE seleccionados se sembraron en cajas de Petri con los dos medios de
cultivo estériles (PDA y PDA con extracto de hojas de café al 20%) para obtener los indculos de
cada uno de ellos para los bioensayos de antagonismo in vitro contra los HF. Los HE

seleccionados se enlistan en la Tabla 4
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Tabla 4. Hongos endofitos seleccionados para los bioensayos de antagonismo.

Cepa enddfito Identificacion

1 Cryptosporiopsis sp. 1

Cryptosporiopsis corticola

Cryptosporiopsis sp. 2

Colletotrichum boninense

Colletotrichum gloeosporioides

Xylaria sp. 1

Xylaria sp. 2

Xylaria sp. 3

©O| O Nl o Oof | WO DN

Verticillium sp.

(BN
o

Guignardia mangiferae

|
|

Coniosporium sp.

Como se menciond, los HE del 1 al 7 se seleccionaron por ser los mas frecuentemente
aislados de las hojas del cafeto. Los HE del 8 al 11 fueron seleccionados por haber sido aislados

con menor frecuencia.

Evaluacion de las tasas de crecimiento de los hongos endofitos y los hongos fitopatégenos
seleccionados

Los HE y HF fueron sembrados en los dos medios de cultivo estériles (PDA solo y PDA
con extracto de hoja de café al 20%), con el fin de observar sus velocidades de crecimiento, y asi
determinar las fechas de inoculacion para cada hongo. La siembra de todos estos hongos permitid
que se tuviera el indculo necesario para los bioensayos de antagonismo in Vvitro.

En las siguientes paginas se muestran las velocidades de crecimiento de todos los hongos
en cada uno de los medios de cultivo utilizados durante un periodo de diez dias y la tasa de

crecimiento que cada uno mostrd por dia.
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En la Figura 11 se muestran las velocidades de crecimiento durante 10 dias, de los HE y

los HF en PDA solo como medio de cultivo.
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Figura 11. Velocidad de crecimiento durante diez dias, de los hongos endofitos y los hongos
fitopatogenos creciendo en medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar.
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Al crecer en PDA, los HE del 1 al 6 mostraron, mayores velocidades de crecimiento,

comparados con los demas hongos, les siguen en velocidad el HE 7, un grupo de tres hongos

formado por, HF 11, HE 8 y HE 9, un grupo de cinco HF, del 4 al 8, y finalmente al grupo de los
mas lentos, HF 9, HE 10 y HE 11. En la Figura 10 se observa que los HE del 1 al 6 fueron

capaces de superar el area de 10 cm en menos de seis dias, mientras que la mayoria de los demaés

hongos tardaron mas de siete dias en alcanzar esa medida.
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En la Figura 12 se muestran las velocidades de crecimiento de los HE y los HF en medio

de cultivo PDA adicionado con 20% de extracto acuoso de hojas de café durante diez dias.
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£ > R
44 // /% —=HE1
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5 28 / £/ ¥ + ——HES
o / LSS I # ~=-HEO
Lk T A )
22 / {/ / i -=-HE11
20 —2—HF 4
18 X-HF5
16 -B-HF 6
14 —=HF7
12 —=-HF 8
10 - — =HF9
8 —AHF 11
6 ——HF 12
4
2 A
0 -

Figura 12. Velocidad de crecimiento de los hongos endofitos y los hongos fitopatdogenos durante
10 dias en medio de cultivo PDA adicionado con extracto acuoso de hojas de café 20%.

En medio de cultivo PDA adicionado con 20% de extracto acuoso de hojas de café, la
mayoria de los hongos presentaron alguna variacioén en su velocidad de crecimiento. Varios de
los HE tardaron al menos un dia mas en alcanzar el mismo crecimiento que en PDA solo, con
excepcion del HE 10 que crecid mucho maés rapido. Las velocidades de crecimiento de la mayoria
de los HF fueron parecidas a las obtenidas en PDA solo, el grupo de los hongos que crecieron
mas rapido estuvo formado por los HE 1 a 6, el HE 7 crecid practicamente igual, le siguidé un
grupo de cinco hongos, el HF 11, los HE 8, 9 y 10, y el HF 4, un grupo de seis HF el 8, 5, 12, 7, 6

y 9; y finalmente el hongo mas lento fue el HE 11.
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La diferencia en el crecimiento de micelio por dia determind la tasa de crecimiento de un
hongo en cada medio de cultivo.

En la Figura 13 se presentan las tasas de crecimiento de los HE y los HF que crecieron en
medio de cultivo PDA solo. Para diferenciar los HF de los HE, de aqui en adelante, el nimero

correspondiente de cada HF estard marcado entre paréntesis.

Area (cm2) de crecimiento diario
w

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (4) (3) (6) (7) (8) (9) @1 @2

Hongosvendéﬁtos Hongos ﬁto\f)atégenos

Figura 13. Tasas de crecimiento diario de los hongos endoéfitos y los hongos fitopatogenos en
medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar).

En medio de cultivo PDA los HE del 1 al 6 presentaron tasas de crecimiento por dia de
aproximadamente 5 cm?; el HE 7 tuvo una tasa de casi 3 cm? diarios, y los HE 8 y 9 presentaron
crecimientos entre 1-1.5 cm” por dia. En cuanto a los HF, al igual que los HE 10 y 11, las tasas de
crecimiento fueron menores a 1 cm” de crecimiento por dia, con excepcion del HF 11 el cual

.. .. 2
alcanzaba un crecimiento diario cercano a los 2 cm”.
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En la Figura 14 se presentan las tasas de crecimiento de los HE y los HF que crecieron en

PDA con extracto acuoso de hojas de café al 20%.

Area (cm?2) de crecimiento diario

1 2|3|4’5‘6I7ISI9‘10 11 (4) (5) (6) (7) (8) (9) (1) (2

Hongosvend()ﬁtos Hongos ﬁto\ﬁatégenos

Figura 14. Tasas de crecimiento diario de los hongos endofitos y los hongos fitopatogenos en
medio de cultivo PDA adicionado con extracto acuoso de hojas de café al 20%.

Al crecer en PDA con extracto acuoso de hojas de café al 20% como medio de cultivo,
tanto los HE como los HF mostraron diferencias de crecimiento en comparacion con los que
crecieron en PDA solo. Las tasas de crecimiento de la mayoria de los HE se redujeron
ligeramente en PDA con extracto de hojas de café al 20%, mientras que las tasas de crecimiento
de la mayoria de los HF no se redujeron, de hecho los HF 4, 9 y 11 aumentaron sus tasas de
crecimiento, asi como el HE 10 que aumentd su crecimiento casi al triple. Esto demuestra
entonces que los HF y particularmente los HE son sensibles, positiva y negativamente, a la
composicion quimica de la hoja [Arnold et al., 2000; Arnold y Herre, 2003].

Una vez conocidas las tasas de crecimiento de los HF y los HE se establecieron las fechas

de siembra de cada uno y se iniciaron los bioensayos de antagonismo.
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Bioensayos de antagonismo in vitro entre hongos endéfitos y hongos fitopatdgenos

Para los bioensayos de antagonismo, los HE frente a los HF se sembraron en cajas de
Petri en las fechas determinadas por las velocidades de crecimiento de cada uno. La Figura 15 es
un ejemplo de la forma en que se pusieron a crecer ambos tipos de hongos en el bioensayo de

antagonismo en PDA como medio de cultivo.

Figura 15. Bioensayo de antagonismo in vitro de hongos fitopatogenos y endofitos en Papa-
Dextrosa-Agar como medio de cultivo. En cada caja de Petri el hongo fitopatogeno estd a la
izquierda y el endoéfito a la derecha.

Cada bioensayo de antagonismo in vitro (PDA solo y PDA con extracto de hojas de café
al 20%) tuvo una duracién aproximada de 30 dias, dependiendo de las velocidades de crecimiento
de los hongos en cada medio de cultivo. El didmetro de cada hongo se marcé en la parte posterior
de la caja de Petri con un marcador indeleble cada 5 dias a partir de la fecha de siembra de cada

hongo (Figura 16). Estos diametros se utilizaron para las pruebas estadisticas.

Figura 16. Medicion del crecimiento de las tres repeticiones de un par de hongos durante el
bioensayo de antagonismo in vitro. El hongo endofito se encuentra a la izquierda de cada caja.
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Valoracion del indice de Antagonismo (IA)

Un mes después de establecido cada bioensayo de antagonismo in vitro, las interacciones
entre HF y HE se evaluaron utilizando el Indice de Antagonismo. Las categorias antagonicas
asignadas para todos los hongos fueron: inhibido, bloqueo mutuo, o inhibidor, y se asignaron
de acuerdo al desempeio total que mostré un hongo particular contra todos los demés hongos a
los que se enfrentd. En la Tabla 5 se observan los resultados del IA de cada hongo (HE y HF) en

medio de cultivo PDA. Los detalles del IA en PDA se muestran en el Anexo IIL

Tabla 5. Porcentajes del indice de Antagonismo (IA) para las interacciones de hongos fitopatogenos
y hongos endo6fitos en PDA. Las categorias son: inhibido (-), bloqueo mutuo (0) e inhibidor (+)

FITOPATOGENOS ENDOFITOS
Cepa Valores (%) Cepa Valores (%)
- 0 + - 0 +
4) 9.10 18.18  72.72 1 75 125 125
(5) 9.10 0 90.90 2 100 0 0
(6) 9.10 36.36 54.54 3 100 0 0
(7) 9.10 18.18  72.72 4 75 25 0
(8) 9.10 27.27  63.63 5 875 125 0
9) 0 2727  72.72 6 62.5 25 125
(11) 9.10 5454  36.36 7 75 25 0
(12) 18.18 18.18  63.63 8 0 50 50
9 25 625 125

25 62.5 12.5
100 0 0

— | —
— O

Estos resultados del primer bioensayo en PDA como medio de cultivo, determinaron
cuales hongos se continuarian utilizando para el segundo bioensayo en PDA con extracto de
hojas de café al 20%. Se puede observar que los HE 2, 3 y 11 mostraron nula capacidad
antaglnica, por esta razon no se utilizaron en el segundo bioensayo. El HF 8 no fue débil en
PDA, pero mostré valores antagonicos muy similares al HF 4 por lo que tampoco se utilizé en el
segundo bioensayo (detalles en el Anexo III).

Para el segundo bioensayo (PDA con extracto de hojas de café al 20%) se utilizaron las
mismas categorias antagdnicas del IA consideradas para las interacciones entre los hongos. En la

Tabla 6 se presentan los resultados del IA al enfrentarse los HE a los HF en este bioensayo.
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Los detalles del IA y los enfrentamientos realizados se muestran en el Anexo III.

Tabla 6. Porcentajes del indice de Antagonismo (IA) para las interacciones de hongos endéfitos
y fitopatdgenos en PDA con extracto de hojas de café al 20%. Las categorias son: inhibido (-),
bloqueo mutuo (0) e inhibidor (+)

FITOPATOGENOS ENDOFITOS
Cepa Valores (%0) Cepa Valores (%)
- 0 + - 0 +
4) 33.33  66.67 0 1 50 0 50
(5) 100 0 0 4 50 50 0
(6) 0 0 100 5 0 100 0
(7) 33.33 0 66.67 6 33.33 33.33  33.33
9) 0 100 0 7 0 0 100
(11) 4286 42.86 14.28 8 14.28 1428  71.44
(12) 50 0 50 9 40 60 0
10 80 20 0

En los dos bioensayos de antagonismo in vitro entre HE y HF, en la mayoria de las
interacciones de cada par antagonico se observo la inhibicion de uno o de ambos hongos, lo que
concuerda con lo mencionado por Shearer y Zare-Maivan [1988], que al enfrentar a dos hongos
en pruebas de antagonismo, en el 96% de los casos se inhibe uno o los dos hongos. En la Figura

17 se muestran ejemplos de las interacciones de hongos mas observadas en ambos bioensayos.

Figura 17. Ejemplos de los efectos mas observados en los antagonismos in vitro. En la imagen
de la izquierda, la especie fuerte esta inhibiendo a la especie débil, y en la imagen de la derecha la
inhibicién es mutua aunque, ningiin hongo domina al otro por completo. En las dos imagenes el
hongo fitopatdgeno esta a la izquierda y el hongo endoéfito a la derecha.
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La imagen derecha de la Figura 17 ejemplifica una de las interacciones antagonicas que se
observo con cierta frecuencia; ambas especies crecieron aparentemente sin problemas y al entrar
en contacto detuvieron su crecimiento frontal, continuando el lateral, sin que ninguna especie
dominara a la otra, siguiendo igual hasta que ya no tuvieron mas espacio para crecer. La imagen
de la izquierda de la Figura 17 es un ejemplo de la interaccion antagonica mas observada en la
mayoria de los enfrentamientos, el crecimiento de una especie fue detenido por la otra especie, ya
sea debido a que la especie mas antagdnica crecio alrededor de la especie débil, o formo un halo
de inhibicion sobre ella, o la inhibié a distancia, aunque esta ultima fue la menos observada.
Cuando ocurrid la inhibicidon a distancia, ésta fue so6lo temporal y después de algunos dias, la
especie inhibida continué creciendo aunque con dificultad. Esto coincide con lo observado en las
investigaciones realizadas por Santamaria y Bayman [2005], los cuales mencionan que la
presencia de un hongo que inhibe marcadamente a otro al enfrentarlo, se relaciona con la menor

capacidad antagonica de este ultimo.

Pruebas estadisticas

Los resultados de los bioensayos de antagonismo entre los HE y los HF, fueron sometidos
a pruebas estadisticas para determinar cudles interacciones eran significativas. La seleccion de los
hongos con mayor capacidad antagonica, se basé en los resultados de las pruebas estadisticas.
Los didmetros de crecimiento del micelio de los hongos, marcados en la parte posterior de las
cajas de Petri, fueron medidos con el programa ImageJ 1.46r con el cual se obtuvieron las areas
de crecimiento de todos los hongos enfrentados en los bioensayos de antagonismo in viro. Estas
areas se sometieron a un ANOVA factorial utilizando el programa STATISTICA StatSoft 2006
Version 7. Para el bioensayo en PDA, las areas de crecimiento de los micelios se evaluaron a los
10 y a los 20 dias. En la Figuras 18 y 19 se muestran las dreas de crecimiento promedio de los
micelios de HE y HF, en cada enfrentamiento, creciendo en medio de cultivo PDA. Los detalles

estadisticos se muestran en el Anexo IV.
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Figura 19. Crecimiento de los hongos fitopatogenos al enfrentar a los hongos endofitos en el bioensayo de antagonismo en PDA
(n = 3). Las barras azules muestran el valor de las mediciones a los 10 dias y las barras rojas el valor a los 20 dias. Los “*” indican que
los hongos fitopatdgenos fueron inhibidos en esa interaccion.

Los valores del IA asi como los del crecimiento de los hongos en PDA, determinaron la seleccién de los hongos que se
utilizaron en el bioensayo con PDA adicionado con extracto de hojas de café al 20%. Debe aclararse que aquellos pares de HE y HF
que se enfrentaron en PDA, donde el crecimiento de los HE fue inhibido por los HF, no se incluyeron en el bioensayo de PDA con
extracto de hojas de café. Esta decision se tomo con el fin de eliminar a los HE mas débiles, para continuar los bioensayos con los mas
antagonicos. Los pares de HE y HF que se enfrentaron en PDA, donde el HE inhibié al HF y donde ninguno de ellos inhibid
significativamente al otro, si se seleccionaron para realizar los bioensayos de antagonismo en PDA con extracto de hoja de café
(detalles en el Anexo III).

Para el bioensayo de PDA con extracto de hoja de café, se realiz6é el mismo procedimiento de marcar en las cajas de Petri el
crecimiento del micelio de los hongos y la medicion de sus areas. Al realizar el segundo bioensayo, el crecimiento del micelio de cada
hongo se evalud a los 5, 10, 15 y 20 dias a partir de la fecha de su inoculacion segtin su velocidad de crecimiento. En las Figuras 20 y
21 se muestran las areas de crecimiento promedio de los micelios de HE y HF, en cada enfrentamiento en medio de cultivo PDA con

extracto de hojas de café al 20%.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Las condiciones en las que se sembraron y crecieron los HE y los HF, seleccionados para
llevar a cabo la presente investigacion, permitieron el crecimiento adecuado de todos ellos en
todos los bioensayos realizados, lo que confirma lo mencionado por Shearer y Zare-Maivan
[1988], quienes indicaron que bajo estas mismas condiciones, en la mayoria de las especies
probadas en diversos estudios, se observa la mayor tasa de crecimiento radial del micelio, la cual
permite realizar bioensayos de antagonismo en no mas de un mes. En el medio de cultivo de
Papa-Dextrosa-Agar tanto los HE como los HF mostraron la mayor velocidad de crecimiento, por
esa razon todas las pruebas posteriores se realizaron en este medio de cultivo.

A pesar de que los HF se cultivaron en las diversas condiciones y medios de cultivo
utilizados en esta investigacion, incluso la exposicion a luz cercana a UV, los HF del 1 al 7 y del
9 al 11 no esporularon [Vinnere, 2004]; por esta razén fueron asignados, por el momento, al
grupo taxondmico artificial Mycelia Sterilia que incluye a los hongos cuya produccién de esporas
(sexuales o asexuales) no se conoce todavia [Hawksworth et al., 1983]. Esto no quiere decir que
los HF utilizados carecen de la capacidad de esporular, simplemente no esporularon, bajo las
condiciones experimentales utilizadas. Los trabajos de Vinnere [2004] sefialan que la falta de
conocimiento adecuado sobre los requerimientos biologicos fungicos para que el proceso de
esporulacion se lleve a cabo, asi como la Optima combinacion de métodos y condiciones
necesarias para ello, dificulta la identificacion de algunos hongos al ser estudiados in vitro.

De acuerdo con las investigaciones realizadas por Mueller y colaboradores [2004], cuando
se sellan las cajas de Petri con parafilm, se previene la deshidratacion del medio, pero esto
también puede inhibir la esporulacion de los hongos cultivados. Segiin sus observaciones, la lenta
desecacion del medio con frecuencia puede promover la esporulacion de muchos hongos, aunque
esto no fue observado en el presente trabajo.

El problema de trabajar en condiciones in vitro, es que muchos Basidiomicetos y
Ascomicetos son incapaces de producir esporas bajo condiciones de laboratorio [Vinnere, 2004].
Posiblemente, esto ocurrio con los HF seleccionados para la presente investigacion. Sin embargo,
Vinnere [2004] afirma que cuando se conocen los requerimientos bioldgicos de los hongos con
los que se trabaja, la induccion de la esporulacion en las muestras estériles puede lograrse en la

mayoria de los casos.
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Al inocular los HF en las hojas separadas de Coffea arabica a las que no se les hizo
ninguna herida, el crecimiento de los HF fue muy escaso, en muy pocas hojas se presentd
crecimiento de micelio, pero éste fue muy pequeno. Por otro lado, el tratamiento de inoculacion
de los HF en las hojas heridas, dio resultados mas evidentes de crecimiento de estos hongos y de
sintomas de enfermedad, coincidiendo con los reportes que indican que una de las formas en que
los hongos invaden a las plantas es a través de las heridas hechas por insectos [Osono y Takeda,
1999; Oliveira et al., 2004; Lemons et al., 2005]. También se demostrdé que, dependiendo del
estado fisiologico de la planta (hoja separada en este caso), muchos HE pueden vivir como
inactivos dentro de su hospedera y en el momento en que ésta disminuye sus defensas los hongos
pueden aprovechar su posible potencial, convirtiéndose en fitopatdgenos o en saprofitos [Schulz
etal., 1999; Redman et al., 2001].

Al momento de evaluar las tasas de crecimiento de los hongos (tanto HE como HF), se
observaron notables diferencias en las velocidades de crecimiento al sembrarlos en los dos
medios de cultivo utilizados (PDA solo y PDA con extracto de hojas de café¢). En PDA solo, la
mayoria de los HE cubrian totalmente la caja de Petri en menos de diez dias luego de su siembra.
Los HE 10 y 11, asi como la mayoria de los HF, tardaron mas del doble de ese tiempo para cubrir
media caja. No obstante, al colocar los hongos en PDA con extracto de hojas de cafg, el
crecimiento de la mayoria de los HE se redujo (tardaron un dia més en alcanzar el mismo tamaio
que en PDA), mientras que la mayor parte de los HF conservd su misma velocidad de
crecimiento, y una minoria la aumentd. Lo anterior coincide con los resultados de Arnold y Herre
[2003] que indican que los HE son sensibles al complejo quimico de la hoja. Todos los HE que se
utilizaron en la presente investigacion fueron aislados de las hojas de café, las cuales se
convierten en su habitat natural durante el tiempo en que la hoja donde habitan permanece viva;
sin embargo, hay que considerar que, los hongos crecieron de manera in Vitro en extracto acuoso
de hojas de café al 20% donde la concentracion de cafeina (420 mg/L) es mucho mas alta que la
normalmente encontrada una hoja madura del cafeto (2.1 mg/g) [Ashihara, 1996]. En el caso de
los HF, se puede considerar que si la mayoria crecidé con la misma velocidad en ambos medios,
probablemente quiere decir que tienen una mejor adaptabilidad al medio que los HE, aunque hay
que considerar que la concentracion de la cafeina fue elevada en el extracto de hojas de café
utilizado en los bioensayos, lo que puede alterar el crecimiento de cualquier hongo, sea endofito o

fitopatdgeno.
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Un caso particular de cambio en la velocidad de crecimiento en PDA con extracto de
hojas de café al 20%, fue el HE 10 (Guignardia mangiferae), cuya tasa de crecimiento aumento
casi al triple en comparacion con su velocidad de crecimiento en PDA solo. Esta diferencia tan
notable de crecimiento del HE 10 podria deberse a la plasticidad que poseen las especies del
género Guignardia y a la diversidad de relaciones interespecificas que pueden establecer con las
plantas, pudiendo ser tanto endofitos como fitopatdogenos; en zonas tropicales y zonas templadas
se han encontrado especies de Guignardia dentro de zonas podridas de diversas frutas [Mueller et
al., 2004].

Segun lo observado, todos los HE parecen ser simbiontes facultativos, esto es, que pueden
crecer en cajas de Petri y no forzosamente requieren un hospedero in vivo (simbionte obligado).
Sin embargo, el hecho que el HE 11 haya sido el de mas lento crecimiento en ambos medios de
cultivo, puede significar que esta mas adaptado al héabitat que generalmente ocupa, los tejidos
vivos de la hoja de su hospedera, en este caso de las hojas de Coffea arabica, que en las
condiciones artificiales utilizadas.

De acuerdo con Shearer y Zare-Maivan [1988], cuando se ponen a competir hongos in
vitro, aproximadamente en el 96% de los casos se presenta una inhibicion del crecimiento, ya sea
solo de uno de los hongos o de ambos, lo que coincide con lo observado en la presente
investigacion. Santamaria y Bayman [2005], observaron que la presencia de hongos que inhiben
marcadamente a otros al enfrentarlos, ya sea mediante la produccién de metabolitos secundarios
(antibioticos), por parasitismo 6 competencia por recursos, se correlaciond negativamente con
los hongos que poseian menor capacidad inhibitoria. Esto también coincide con las observaciones
realizadas en la presente investigacion.

En la mayoria de las interacciones que se observaron cuando los hongos crecieron en
PDA solo, los HF obtuvieron categorias antagénicas de inhibidores, algunos de bloqueo mutuo y
muy pocos de inhibidos. Mientras que los HE mayoritariamente tuvieron categorias antagonicas
de inhibidos, seguidos por bloqueo mutuo y, en muy pocas interacciones, obtuvieron categoria de
inhibidores. Debido a su mayor velocidad al crecer, probablemente los HE del 1 al 7 sembrados
después que los fitopatdgenos, ya no tuvieron la oportunidad de captar los recursos primarios del
medio de cultivo que ya habrian sido mayoritariamente captados por los fitopatdogenos. Si fuera el
caso, estos HE pudieran presentar mayor resistencia contra los ataques de los fitopatogenos si son

colocados en el medio antes que ellos.
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En PDA con extracto de hojas de café, los HF, en la mayoria de sus interacciones,
obtuvieron categoria de bloqueo mutuo, y los HE aumentaron ligeramente su capacidad
inhibitoria. En ambos medios de cultivo, el hongo que logré la categoria de inhibidor con mayor
frecuencia, fue el HE 8 (Xylaria sp. 3) que fue muy antagénico en PDA solo, aunque encontro
mayor resistencia por parte de los HF en PDA con extracto de hojas de café, continuo siendo
inhibidor en la mayoria de sus enfrentamientos. Todos estos resultados son acordes con las
observaciones de Arnold y Herre [2003] sobre la diversa sensibilidad de los hongos a la quimica
del sustrato.

Se sabe que la quimica de las hojas desempefia un importante papel en la formacion de las
comunidades endofiticas en los arboles de los bosques tropicales [Arnold et al., 2000; Arnold y
Herre, 2003] y, sumado a que la defensa mediada por los HE posiblemente aumenta cuando
existe alta diversidad, tanto de HF como de HE dentro de las hojas de las plantas hospederas
[Arnold et al., 2003], esto explica porque los HE 8 (Xylaria sp.), HE 9 (Verticillium sp.) y HE 10
(Guignardia mangiferae) fueron los mas resistentes al enfrentar a los diversos HF, e incluso

pudieron ser inhibidores (particularmente el HE 8) en varios casos.

CONCLUSIONES

e Los hongos fitopatogenos 1 al 7 y 9 al 11, a pesar de crecer en los diversos medios de
cultivo utilizados en la presente investigacion y sometidos a los otros tratamientos,
temperatura, luz UV y oscuridad, no tuvieron la capacidad de esporular, debido a no haber
encontrado las condiciones que requieren para producir esporas.

e La falta de esporulaciéon de los HF mencionados impidid su clasificacion utilizando las
caracteristicas morfologicas de sus esporas, como se hace cominmente. Por esta razon se
les clasifico como Mycelia Sterilia, por el momento.

e Los resultados de la inoculacion de los HF en las hojas de Coffea arabica mostraron que
para colonizar a las hojas del cafeto, los HF requieren que las hojas presenten alguna herida
por donde puedan penetrar a ella. Entonces, la mayor susceptibilidad de la planta al ataque
de hongos fitopatdgenos esta correlacionada con la edad y lo saludable de sus hojas.

e Los hongos endofitos que crecieron mas rapido durante las pruebas de antagonismo

presentaron baja resistencia ante los hongos fitopatégenos; concordando con la hipdtesis de
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que los hongos de rapido crecimiento son menos antagénicos que los de lento crecimiento.
Esto pudo deberse también a que los hongos endofitos se sembraron después de los
fitopatdgenos, y no tuvieron oportunidad de aprovechar los recursos primarios del medio de
cultivo que ya habian sido utilizados por éstos ultimos.

Una alta concentracion de cafeina (420 mg/L), y de otros metabolitos secundarios, en el
medio de cultivo hace mas lento el crecimiento de los hongos endéfitos pero promueve el
crecimiento de algunos fitopatogenos, la reaccion de los endofitos puede deberse también a
que requieren concentraciones mas bajas en las cuales puede variar su fisiologia y su
reaccion frente a los fitopatégenos. Efectivamente, la quimica de la hoja afecta el
crecimiento y fisiologia de ambos tipos de hongos.

De acuerdo con lo observado en la presente investigacion, los hongos endofitos foliares de
Coffea arabica podrian desempefiar un papel defensivo dentro de esta planta, contra el
ataque de hongos fitopatogenos, estudios posteriores demostraran que los hongos endoéfitos
o las comunidades que forman dentro de los cafetos, pueden ser una alternativa
prometedora para proteger este importante cultivo de las enfermedades, tanto en nuestro

pais como en otras partes del mundo.
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RECOMENDACIONES

e La alteracion quimica de las tasas de crecimiento es un factor a considerar al momento de
asignar fechas para colocar indculos de hongos a competir in vitro en medios de cultivo
adicionados con extractos de plantas, ello para poder prever los momentos adecuados de la
inoculacion in vivo de los hongos endofitos en las plantas.

e Es importante continuar con las investigaciones sobre los hongos endoéfitos de Coffea
arabica, y de otras plantas cultivadas y silvestres, para conocer cOmo interactian en
presencia de fitopatogenos fungicos dentro de los tejidos de las plantas.

e En la presente investigacion, los enfrentamientos de HE versus HF realizados en PDA solo,
en los cuales el HE fue inhibidor se repitieron en PDA con extracto de hojas de café; pero
no los enfrentamientos donde el HE fue inhibido.

e Se pudo observar que aunque la velocidad de crecimiento de los hongos utilizados sea
diferente en distintos medios de cultivo, no significa necesariamente que la capacidad
antagdnica también puede cambiar. Un ejemplo fue el comportamiento del hongo endoéfito
10, cuya resistencia frente a los fitopatogenos fue menguada en los bioensayos de

antagonismo en PDA con extracto de hojas de café como medio de cultivo.
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ANEXOS DE DATOS ESPECIFICOS

Los medios

ANEXO I: Caracteristicas de hongos fitopatogenos aislados
de cultivo utilizados fueron Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y Avena-Agar (AA). Se

realizaron dos repeticiones de hongo en cada medio de cultivo.

Myecelia Sterilia (hongos sin esporas)

Aislamiento Caracteristicas del micelio
HMB 2-1 | En PDA el micelio superficial es algodonoso, color naranja claro a oscuro, con el centro color rosa y
1 el perimetro rojizo. La cara inferior es de color naranja moderado a intenso rojo oscuro. Mas o menos
se observan formaciones de circulos de crecimiento.
En AA el micelio superficial es rasante y menos algodonoso que en PDA, de color amarillo a naranja
al frente y en la parte posterior el color es semejante pero mas palido.
HMB 2-2 | En ambos medios de cultivo, el micelio (cara superior e inferior) es similar al aislamiento de la
descripcion anterior aunque bastante mas algodonosos y con colores mas oscuros.
HCT 3 En ambos medios, el micelio superficial es de apariencia lobular aterciopelada.
2 En PDA el micelio es de color gris, la cara inferior es estriada.
En AA el color superficial es mas oscuro y grueso, y el perimetro es verdoso. El medio se tifid
ligeramente de amarillo.
En ambos medios de cultivo, el micelio (cara superior ¢ inferior) es similar al aislamiento de la
descripcion El micelio es en ambos medios es ligeramente mas palido.
En PDA el micelio superficial es aterciopelado, gris claro al centro y mas oscuro en la periferia. La
3 cara inferior tiene estrias moderadamente visibles, es mas oscura al centro y de color azul marino en
el perimetro; present6 una pigmentacion naranja en un extremo.
En AA el micelio superficial es membranoso casi rasante, de color verde con algunas zonas abultadas
de micelio blanco algodonoso. La cara inferior presenta colores similares y circulos de crecimiento
mas o menos visibles.
HCB;j En ambos medios, la apariencia del micelio superficial es esponjosa.
4 En PDA es blanco en el centro y tiende a tornarse verde al alejarse de éste, la cara inferior es estriada.
El micelio tifie de amarillo al medio (bastante).
En AA el color superficial es blanco en casi toda la superficie del hongo, las orillas son verdes. La
cara inferior presenta algo de micelio sumergido.
En PDA el micelio superficial es de color verde aterciopelado con manchas blanquecinas dispersas.
5 La cara inferior es estriada. El medio se tifie bastante de amarillo.
En AA el micelio superficial es de color rosa muy palido, el perimetro es verde; presenta manchas
|| blancas dispersas.
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En PDA el micelio superficial es un poco algodonoso/aterciopelado, color naranja muy palido. La
cara inferior es oscura al centro y mas clara al alejarse de éste, presenta circulos poco perceptibles, del
centro a la periferia, el pentltimo es naranja y el ultimo es blanco ligeramente estriado.

En AA el micelio superficial rasante, con apariencia de tierra seca y una pigmentacion naranja cerca
del centro pero no en las orillas. La cara inferior tiene circulos casi imperceptibles (menos que en

PDA).

HCBe

En ambos medios, el micelio superficial es de apariencia aterciopelada y de color verde oscuro con
algunas manchas blanquecinas.

En PDA la superficie del micelio presenta algunas zonas de color rosa; el medio se tifie ligeramente
de amarillo y la cara inferior del micelio es estriada y de color gris oscuro.

En AA el micelio superficial es verde aterciopelado mas palido, y tiene escasas manchas

blanquecinas y muchas de color rosa. La cara inferior es estriada y oscura.

En PDA el micelio superficial es aterciopelado, algo rugoso y verde, con pequefias manchas rosas, en
el centro, el micelio es blanco y algodonoso. La cara inferior es estriada. El medio se tifid
moderadamente de amarillo.

En AA el micelio superficial es verde con algunas zonas blancas esparcidas. La cara inferior presenta

circulos color oscuro.

En PDA el micelio superficial es azul-verde, ligeramente algodonoso y sobresale en varias zonas. El
perimetro es blanco y grueso, con una segmentacion pobremente marcada. La cara inferior es
semejante pero presenta una pobre segmentacion y el perimetro es mas delgado.

En AA el micelio superficial es rosa muy palido, con algunas zonas verde palido, y ligeramente

algodonoso. La cara inferior es semejante.

En PDA el micelio superficial tiene una apariencia ligeramente algodonosa de color gris olivo. El

| micelio es globoso, con una superficie segmentada y contorno blanco. La cara inferior muestra

circulos de crecimiento y ejes de simetria muy bien definidos. Los circulos son de color verde, blanco
y naranja palido.
En AA el crecimiento del micelio fue rasante (plano), ligeramente membranoso, de color gris oscuro

(casi negro). La cara inferior con los mismos colores que la cara superior.

11

HCBd

En PDA el micelio superficial tiene apariencia polvosa de color negro y blanco en el perimetro. La
cara inferior es oscura y muestra anillos de crecimiento y lineas que van al centro.
En AA el crecimiento de micelio rasante, ligeramente polvoso, color pistache que cambia hacia café

al centro y es verde en las orillas. La cara inferior es semejante.
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Hongos fitopatdégenos sometidos a luz cercana a UV

Estas pruebas se llevaron a cabo solamente con los hongos fitopatdogenos (HF) que no

esporularon en las primeras siembras. Se sometieron estos HF a la luz cercana a UV con el

objetivo de inducir su esporulacion. Se utilizaron medios de cultivo de PDA, Avena Agar (AA),

Agua-Agar y Malta-Agar. Se sembraron dos hongos de cada aislamiento en cada medio (uno en

la oscuridad a 25°C y otro expuesto a luz cercana a UV). Los micelios de los HF que crecieron en

AA y PDA y en la oscuridad, presentaron las mismas caracteristicas descritas para ellos en la

tabla de Mycelia Sterilia. Todos los aislamientos que crecieron en Agua-Agar generalmente

mostraron un micelio plano, de apariencia vellosa y transparente, con un débil color café hacia el

centro. La mayoria de los HF que crecieron en Malta-Agar mostraron caracteristicas muy

semejantes a los que crecieron en PDA. En la siguiente tabla se muestran los micelios de los

hongos que crecieron en medios de Malta-Agar y Agua-Agar no expuestos a luz cercana UV.

Aislamiento Caracteristicas del micelio no expuesto a luz cercana a UV

HMB  2-1/ | Agua-Agar: El micelio es rasante con escasa zonas que sobresalen.

HMB 2-2 Malta-Agar: El micelio tiene colores mas palidos que el que creci6 en PDA.

HCT 3/ | Agua-Agar: El micelio es parecido al que crecié en AA pero ligeramente mas oscuro.

HMBt-1 Malta-Agar: El micelio no presenta ninguna diferencia con el que crecié en PDA, pero si tifid
el medio un poco mas.

HCTq Agua-Agar: El micelio presenta algunas floculaciones blancas cerca de la zona central.
Malta-Agar: El micelio es de color blanco mas intenso que el que crecio en PDA. El medio se
tiild moderadamente de amarillo.

HCB;j Agua-Agar: El micelio es ligeramente algodonoso y ligeramente flocuoso.

Malta-Agar: El micelio es mas esponjo que el que crecié en PDA, también es de color blanco,
tifie de amarillo intenso el medio. La cara inferior es estriada.

HCBt Agua-Agar: El micelio es rasante con escasa zonas que sobresalen.

Malta-Agar: El micelio es mas algodonoso que el que creci6 en PDA.

HMB 5 Agua-Agar: El micelio presenta una pobre segmentacion circular de crecimiento.

Malta-Agar: El micelio es de color naranja, aunque algunas zonas son de micelio blanco, por
lo demas es parecido al que crecié en PDA.

HCBe Agua-Agar: El micelio es ligeramente algodonoso de color blanco palido.

Malta-Agar: El micelio es més aterciopelado que el que creciéo en PDA. La cara inferior es

estriada.
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HMBv Agua-Agar: El micelio es totalmente plano y con apariencia muy pobremente vellosa.
Malta-Agar: El micelio es muy parecido al que crecio en PDA.

HCT 13 Agua-Agar: El micelio es rasante.
Malta-Agar: El micelio es ligeramente mas oscuro que el que crecié en PDA.

HMB 5-5 Agua-Agar: El micelio presenta una pobre segmentacion circular de crecimiento.
Malta-Agar: El micelio es aterciopelado y de color mds grisaceo que el que creci6 en PDA. El
medio se tifio de naranja palido.

HCBd Agua-Agar: El micelio es de color café palido, plano y sin segmentacion de crecimiento. Los

colores y las estructuras semejantes en la cara inferior.
Malta-Agar: El micelio es de color gris con algunas estrias en la cara inferior, presenta
circulos, de adentro hacia fuera, de color negro, café, naranja y blanco. El medio se tifid de

color naranja claro.

En la siguiente tabla se muestran los micelios de los hongos que crecieron en los cuatro

medios de cultivo (PDA, AA, Agua-Agar y Malta-Agar) expuestos a luz cercana a UV.

Aislamiento Caracteristicas del micelio expuesto a luz cercana a UV
HMB  2-1/ | UV PDA: El micelio fue similar al no expuesto.
HMB 2-2 UV AA: El micelio fue similar al no expuesto.
UV Agua-Agar: El micelio no presentd ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.
UV Malta-Agar: El micelio no presentd ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.
HCT 3/ | UV PDA: El micelio no presentd ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.
HMBt-1 UV AA: El micelio fue similar al no expuesto. El perimetro verde es mas claro.
UV Agua-Agar: El micelio fue similar al no expuesto pero con varias areas no pigmentadas.
UV Malta-Agar: El micelio no presentd ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.
HCTq UV PDA: El micelio fue similar al no expuesto.
UV AA: El micelio fue similar al no expuesto, flocuosidades mas abundantes.
UV Agua-Agar: El micelio fue similar al no expuesto.
UV Malta-Agar: El micelio fue similar al no expuesto con circulos concéntricos. También
tifid el medio de amarillo moderado.
HCB;j UV PDA: El micelio fue similar al no expuesto a UV, pero tifid menos el medio.

UV AA: El micelio fue similar al no expuesto. La cara inferior es de color verde palido.
UV Agua-Agar: El micelio fue similar al no expuesto pero mas oscuro y simétrico.

UV Malta-Agar: El micelio fue similar al no expuesto aunque menos algodonoso.
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HCBt

UV PDA: El micelio es menos esponjoso y de color verde mas claro que el no expuesto.
UV AA: El micelio fue similar al no expuesto pero con varias zonas sin pigmentar.
UV Agua-Agar: El micelio no present6 ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.

UV Malta-Agar: El micelio es menos algodonoso que €l no expuesto.

HMB 5

UV PDA: El micelio fue similar al no expuesto, ligeramente menos aterciopelado.

UV AA: El micelio fue similar al no expuesto, ligeramente mas colorido.

UV Agua-Agar: El micelio fue similar al no expuesto.

UV Malta-Agar: El micelio fue similar al no expuesto, ligeramente mas plano. Tifi6 el medio

de amarillo intenso.

HCBe

UV PDA: El micelio fue similar al no expuesto. La cara inferior es estriada.
UV AA: El micelio es algodonoso y flocuoso. La cara inferior es estriada y oscura.
UV Agua-Agar: El micelio fue similar al no expuesto pero mas palido.

UV Malta-Agar: El micelio fue similar al no expuesto pero es mas aterciopelado.

HMBv

UV PDA: El micelio no presenta ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.

UV AA: El micelio no presentd ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.

UV Agua-Agar: El micelio fue similar al no expuesto, pero menos micelio sobresaliente.

UV Malta-Agar: El micelio es algodonoso fino con circulos grisaceos y anillos blancos y

leves lineas naranjas (muy parecido a HCBw y HCBc).

HCT 13

UV PDA: El micelio es mas palido que ¢l no expuesto y ligeramente menos algodonoso.
UV AA: El micelio es rasante y con los colores del no expuesto pero mas palido.
UV Agua-Agar: El micelio no presentd ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.

UV Malta-Agar: El micelio es menos algodonoso que ¢l no expuesto.

HMB 5-5

UV PDA: El micelio fue similar al no expuesto. Es mas perceptible la segmentacion anillada
cerca del perimetro en la cara inversa.

UV AA: El micelio no presentd ninguna diferencia al compararlo con el no expuesto.

UV Agua-Agar: El micelio es mas palido, mas compacto y con circulos no tan perceptibles al
compararlo con el no expuesto.

UV Malta-Agar: El micelio fue similar al no expuesto, de color gris mas oscuro, la cara

inferior es estriada y presenta circulos de crecimiento. El medio se tifi6 de naranja palido.

HCBd

UV PDA: El micelio es menos esponjoso que €l no expuesto.

UV AA: El micelio es ligeramente mas velloso que él no expuesto.

UV Agua-Agar: El micelio fue similar al no expuesto, presento circulos concéntricos.

UV Malta-Agar: El micelio fue similar al no expuesto. La cara inferior mostré los mismos

circulos y colores, aunque mas palidos.
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Hongos que formaron €Sporas

Colletotrichum sp. (Aislamiento HMBYV)

Caracteristicas

del micelio

En PDA el micelio superficial es aterciopelado, algo rugoso y verde, con pequeias
manchas rosas, en el centro, el micelio es blanco y algodonoso. La cara inferior es
estriada. El medio se tifi6 moderadamente de amarillo.

En AA el micelio superficial es verde con algunas zonas blancas esparcidas. La cara

inferior presenta circulos color oscuro.

Caracteristicas

de las esporas

Unico aislamiento que esporuld expuesta a luz cercana a UV. Forma ovoide con apice

redondeado y base ligeramente en punta. Varias son gutuladas.

Medida de las
esporas

Largo: 9.07 - 17.02 pm.
Media 12.02 um

Ancho: 2.51 — 5.38 um.
Media 3.87 pm

Colletotrichum sp. (Aislamiento HCT 1)

Caracteristicas

del micelio

En PDA el micelio superficial es rugoso y con apariencia aterciopelada, color blanco muy
abundante, y el perimetro color verde oscuro. La cara inferior es oscura con pocas estrias.
En AA el micelio superficial es rasante, de color verde-café palido, hacia el centro es mas

sobresaliente de color rosa. La cara inferior es similar pero con colores mas opacos.

Caracteristicas

de las esporas

Forma ovoide con apice redondeado y base ligeramente en punta. La mayoria son

gutuladas.

Medida de las

esporas

Largo: 11.18 2 17.85 pm.
Media: 14.67 um.

Ancho: 2.86 a 5.43 pm.
Media: 3.92 pm

Colletotrichum sp. (Aislamientos HCBw y HCBC)

Caracteristicas

del micelio

En PDA el micelio superficial es color gris olivo, moderadamente algodonoso, presenta un
poco de micelio sumergido color naranja mas o menos perceptible. La cara inferior
presenta micelio oscuro con apariencia plumosa.

En AA el micelio es flocuoso, con aglomeraciones algodonosas muy pequefias pero

abundantes. El color es mas palido que el aislamiento sembrado en medio PDA.

Caracteristicas

de las esporas

Forma ovoide con apice redondeado y base ligeramente en punta. La mayoria son

gutuladas.

Medida de las

esporas

Largo: 9.85a 17.18 pm.
Media: 13.51 um.

Ancho: 2.93 a 5.14 pm.
Media: 4.03 pm
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Pestalotiopsis sp. (Aislamientos HMB 1 y HMB12)

Caracteristicas | En PDA el micelio superficial es de apariencia cremosa de color blanco y la cara inferior
del micelio es amarillenta con algo de micelio sumergido.
En AA el micelio es algo més flocuoso, no tan abundante como en PDA pero la textura

parece ser la misma.

Caracteristicas | Esporas grises divididas de 3 a 4 segmentos, color gris y con estructuras similares a

de las esporas | flagelos, dos en un extremo y uno en el otro.

Medida de las Largo: 11.34 a 28.34 pm. Ancho: 4.67 a 8.03 um.
esporas Media: 19.84 um. Media: 6.35 pm.

ANEXO II: Preparacion de inoculo y evaluacion de patogenicidad.

Los morfotipos de HF 13 (HCBw/HCBc) y HF 14 (HMB 12/HMB 1) fueron los tnicos
utilizados para la inoculacién por esporas. De cada morfotipo se raspd, con espatulas, un poco de
micelio superficial, éste se diluyo, en agua destilada estéril dentro de tubos de ensaye y se
homogeneizé utilizando un aparato vortex. Se tomd una gota de esta dilucion y se examiné al
microscopio. El nimero de esporas por cuadrante se cuantificd utilizando una cédmara de
Neubauer con el fin de obtener la concentracion deseada de 6.3 x10° esporas/mL.

Los morfotipos de HF del 1 al 12 no esporularon, el in6culo de estos hongos se realizd
con fragmentos de micelio. De cada morfotipo se raspo, con espatulas, todo el micelio superficial
y se molié en morteros de porcelana hasta obtener una pasta. Esto se coloco en tubos de ensaye y
se disolvio en 10 mL de agua destilada estéril, homogeneizando la mezcla con un vortex hasta
obtener una concentracion final de 50 mg/mL.

Las hojas que se cortaron de los cafetos, se escogieron de la zona media de la planta para
que fueran de tamafios y edades similares. El procedimiento seguido con estas hojas se realiz6 en
condiciones estériles. Las hojas se lavaron con agua destilada estéril y se secaron con tiras de
algodon manejdndose todo con pinzas de diseccion. Las hojas se colocaron con el envés hacia
arriba en cdmaras himedas previamente elaboradas (cajas de Pétri estériles con 8 mL. de agua
destilada y tridngulo de cristal para elevar las hojas), la mayoria de las hojas se doblaron de los

extremos para entrar mejor en las cdmaras.
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ANEXO I11: Bioensayos de antagonismo

Para los bioensayos se utilizaron dos medios de cultivo:

PDA (Papa-Dextrosa-Agar)

PDA + extracto acuoso de hoja de café (20%) = papa 200 g., hojas de café 200 g., dextrosa 20 g.,
agar 15 g., 1 L agua destilada.

En una caja de Petri con el medio de cultivo se inoculd un trozo de micelio de cada hongo
de un tamafo de 5 mm cada hongo competidor, extraidos de los bordes finales de las colonias
[Shearer y Zare-Maivan, 1988]. En una caja de 9 cm de diametro, la separacion entre indculos fue
de 4 cm. Las cajas fueron selladas con parafilm e incubadas en la oscuridad a 25 °C.

La forma para enfrentarlos fue la siguiente:

Hongo fitopatdégeno vs. Hongo endofito Repeticion
X-Ya
X Y
X-Yb
X-Yc

Y para calcular el Indice de Antagonsimo (IA) se observd cuantas veces en las tres
repeticiones se presentaron los efectos ya mencionados en la Seccion de Materiales y Métodos.

Ejemplo: fitopatogeno 5 (especie 1) vs endofito 10 (especie 2)
IA=[n(A)]+[n(B)] +[n(C)] + [0 (D)] + [0 (E)]
IA=[0(-D)]+[1(-DI+[0O]+[2(D]+[02)]=1

En cero de tres repeticiones ocurri6 el efecto A.
En una de tres repeticiones ocurri6 el efecto B.
En cero de tres repeticiones ocurri6 el efecto C.
En dos de tres repeticiones ocurrio el efecto D.
En cero de tres repeticiones ocurri6 el efecto E.

Por lo tanto el HF 5 tiene categoria de inhibidor frente al HE 10
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RESULTADOS DE INDICE DE ANTAGONISMO (IA) EN PDA

Los valores del IA para cada hongo se expresan como porcentajes segun el

numero de todas sus interacciones.

% IA :( n (Inhibido) . + n (Bloqueo mutgo) 5 n (Inhlbldor). )X 100
Total de enfrentamientos Total de enfrentamientos Total de enfrentamientos
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
n A +n B + n C + n D + n E

F HE 1 o 2 + 0 -1 + 0 O + 3 1 + 0 2 3
| HE 2 o 2 + 0 -1 + 0 0+ 3 1 + 0 2 3
T HE 3 o 2 + 0 -1+ 0 O+ 3 1 + 0 2 3
@) HE 4 o 2 + 0 -1 + 0 0 + 2 1 + 0 2 2
P HE 5 o 2 + 0 -1+ 0 0+ 3 1 + 0 2 3
A HE 6 o 2 + 0 -1 + 2 0+ 1 1 + 0 2 1
T HE 7 o 2 + 0 -1 + 2 0+ 1 1 + 0 2 1
O HE 8 o 2 +1 -1 + 2 0 + 0 1 + 0 2 -1
G HE 9 o 2 +1 -1+ 1 0 + 1 1 + 0 2 0
HE 10 o 2 + 1 -1 + 1 0 + 1 1 + 0 2 0
4 HE 11 o 2 +1 -1 + 0 0 + 2 1 + 0 2 1

A Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor

Valores (%) 9.10 18.18 72.72
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
n A +n B +n C+ n D + n E

F HE 1 o 2 +0 -1 +0 0+ 2 1 + 0 2 2
| HE 2 o 2 +0 -1 +0 O+ 3 1 + 0 2 3
T HE 3 o 2 +0 -1 +1 0 + 2 1 + 0 2 2
O HE 4 o 2 +1 -1 + 0 0 + 2 1 + 0 2 1
P HE 5 o 2 +0 -1 +1 0 + 2 1 + 0 2 2
A HE 6 o 2 +1 -1 + 0 O + 2 1 + 0 2 1
T HE 7 o 2 +1 -1 +0 0+ 2 1 + 0 2 1
@) HE 8 o 2 +1 -1 +2 0+ 0 1 + 0 2 -1
G HE 9 o 2 +0 -1 +2 O+ 1 1 + 0 2 1
HE 10 o 2 +1 -1 +0 0 + 2 1 + 0 2 1
5 HE 11 o 2 +0 -1 +0 O+ 3 1 + 0 2 3

1A Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor

Valores (%) 9.10 0 90.90
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ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO

nA + n B + n C + n D + n E

E HF 4 02 +1 -1+ 1 0 + 1 1 + O 2 0
N HF 5 02 +2 -1+ 0 0 + 1 1 + O 2 -1
D HF 6 02 + 1 -1+ 1 0 + 1 1 + O 2 0
O HF 7 02 +1 -1+ 1 0 + 1 1 + O 2 0
HF 8 02 +0 -1+ 2 0+ 1 1 + 0 2 1

10 HF 9 02 +2 -1+ 00+ 1 1 + O 2 -1
HF 11 02 +0 -1+ 3 0+ 0 1 + 0 2 0

HF 12 02 +1 -1+ 1 0 + 1 1 + O 2 0

1A Inhibido Blogueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 25 62.5 12.5
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
nA +n B + n C + n D + n E

E HF 4 0-2 +2 -1+ 0 0 + 1 1 + 0 2 -1
N HF 5 02 + 3 -1 + 0 0 + 0 1 + O 2 -3
D HF 6 02 +2 -1+ 0 0 + 1 1 + O 2 -1
O HF 7 0-2 +1 -1 + 2 0 + 0 1 + 0 2 -1
HF 8 02 +2 -1+ 1 0 + 0 1 + O 2 -2

11 HF 9 0-2 +2 -1 + 0 0 + 0 1 + O 2 -2
HF 11 0-2 +2 -1+ 1 0 + 0 1 + 0 2 -2

HF 12 0-2 +2 -1 + 1 0 + 0 1 + 0 2 -2

IA Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 100 0 0

Una vez obtenidos los IA de cada uno de los hongos en PDA, se pudo establecer cuéles
eran los de mayor capacidad antagénica para utilizar en el bioensayo de PDA adicionado con
extracto de café al 20%. Ya se mencion6 en la Valoracion del indice de Antagonismo en el
apartado de Resultados que algunos hongos fueron omitidos por mostrar baja capacidad
antagénica en PDA. Del mismo modo las interacciones en PDA en las que el HF obtuvo
categoria de inhibidor no se repitieron en PDA con extracto de hoja de café al 20%.
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RESULTADOS DE INDICE DE ANTAGONISMO (IA) EN PDA+ EXT CAFE 20%

ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO

F HE 8 02 + 3 -1+ 0 0 + 0 1 + 0 2 -3

—

HE 9 0-2 +0-1+ 3 0+ 0 1 + 0 2

o

HE 10 0-2 +1 -1+ 1 0 + 1 1 + 0 2 0
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ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO

F HE 6 12 +0 -1+ 0 0+ 2 1 + O

N
o

—

HE 8 02 +0 -1+ 3 0+ 0 1 + 0 2 0

HE 9 o-2 +1 -1+ 1 0 + 1 1 + 0 2 0

IA Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor

ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO

Tm

HE 4 02 + 0 -1+ 3 0 + 0 1 + O

N
o

—

HE 6 3-2 +0-1+ 0O0+ 0 1 + 0

N
1
»

HE 8 2-2 +0 -1+ 1 0 + 0 1

+

0 2

1
n

HE 10 0-2 +0 -1+ 00 + 3 1 + 0 2 3
1A Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor

ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO

n

HE 1 1-2 +1 -1+ 0 0 + 1 1 + 0

N
1
N

—

HE 8 0-2 +1 -1 + 2 0 + 0 1

+

0

N
1
[y
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ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
A + n B + n C + n D + n E
E
N HF 6 2 + 2 -1 + 1 0 + 0 1 + 0 2 -2
D
@) HF 12 2 + 1 -1 + 0 0 + 1 1 + 1 2 2
1
1A Inhibido Blogueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 50 0 50
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
A +n B + n C + n D + n E
E
N HF 11 2 + 0 -1 + 3 0+ 0 1 + 0 2 0
D
O HF 12 2 + 2 -1 + 1 0 + 0 1 + 0 2 -2
4
IA Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 50 50 0
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
A +n B + n C + n D + n E
E
N
D HF 11 2 + 0 -1 + 3 0+ 0 1 + 0 2 0
O
5
1A Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 0 100 0
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
A +n B + n C + n D + n E
E HF 6 2 + 2 -1 + 0 0 + 1 1 + 0 2 -1
N
D HF 9 2 + 2 -1 + 0 0 + 0 1 + 1 2 0
O
HF 11 2 + 0 -1 + 0 0 + 0 1 + 3 2 6
6
IA Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 33.33 33.33 33.33
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ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO

nA + n B + n C + n D + n E

E
N
D HF 11 02 +0 -1+ 00+ 0 1 + 3 2 6
O
7
A Inhibido Blogueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 0 0 100
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
nA + n B + n C + n D + n E
E HF 4 0-2 +0 -1+ 00+ 3 1 + 0 2 3
N HF 5 02 + 1 -1 + 0 0 + 2 1 + O 2 1
D HF 6 0-2 +1 -1+ 2 0 + 0 1 + O 2 -1
O HF 7 02 +0 -1+ 2 0 + 1 1 + 0 2 1
HF 9 0-2 +0 -1+ 3 0 + 0 1 + 0 2 0
8 HF 11 02 +0 -1 + 1 0 + 0 1 + 2 2 4
HF 12 0-2 +0 -1+ 2 0 + 1 1 + 0 2 1
IA Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 14.28 14.28 71.44
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
nA +n B + n C + n D + n E
E HF 4 0-2 +0 -1+ 3 0+ 0 1 + 0 2 0
N HF 6 02 + 3 -1 + 0 0 + 0 1 + O 2 -3
D HF 7 0-2 +2 -1+ 0 0 + 1 1 + 0 2 -1
O HF 9 0-2 +1 -1+ 1 0 + 1 1 + O 2 0
HF 11 0-2 +0 -1+ 3 0 + 0 1 + 0 2 0
9
IA Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 40 60 0
ESPECIE1 ESPECIE 2 INDICE DE ANTAGONISMO RESULTADO
nA +n B + n C + n D + n E
E HF 4 02 + 1 -1 + 1 0 + 1 1 + O 2 0
N HF 6 02 +2 -1+ 1 0 + 0 1 + O 2 -2
D HF 7 02 + 2 -1 + 1 0 + 0 1 + O 2 -2
O HF 11 02 + 3 -1+ 0 0 + 0 1 + O 2 -3
HF 12 02 + 1 -1 + 2 0 + 0 1 + O 2 -1
10
IA Inhibido Bloqueo mutuo Inhibidor
Valores (%) 80 20 0
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ANEXO 1V: Pruebas estadisticas

Tabla de Crecimiento promedio + desviacion estandar del area de los hongos endofitos y los hongos fitopatogenos en las pruebas de
antagonismo en PDA (n = 3) P =0.000. Los valores de las casillas claras pertenecen a los HE y los de las casillas oscuras a los HF. La primera
fila de casillas claras (en negritas) contiene los valores de los controles de los endofitos y el nimero del endéfito correspondiente. La primera
columna de casillas oscuras (en negritas) contiene los valores de los controles de los fitopatdgenos y el nimero del fitopatdgeno correspondiente.
El primer renglon en cada casilla muestra el valor de las mediciones a los 10 dias y el segundo a los 20 dias. Las casillas con sélo un renglon

indican que los hongos crecieron hasta su méaximo antes de los 20 dias. Las casillas con

13 323

indican inhibicidn significativa del hongo respectivo.

HE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

HE 50.86 + 1.74  48.01 +3.69 47.08 +5.98 43.17 +2.77 40.94 +3.23 42.37 +2.70 26.91*+2.68 15.35+1.36 13.79+1.32 7.20%0.41  4.08 +0.28
35.01 £2.38 23.46+1.90 26.10+1.88 20.13+1.42 | 11.03 +1.04

(4) 782+188  1024+040 877+192 706+148 @ 677+171 1048+065 777+239 625:+058 660+£157 837+114 843+1.26
17.79+246  2183+037  1942+334 1711+368 2183+037  2234+176 1805+407 1474+113  1638+251 1658+270 | 20.35+208

6.51£1.63  =584+083 | *2470+501 | *2412+218 | *28.71+258 | *29.69+2.12 | *2857+ 082 | *2059+198 | 1549+ 112 | 1210+ 065 | 7.68+0.93 | *3.88+ 040
18.71 £ 4.21 2662+154 | 2214+095  2196+055  2068+342 | 969061
(5) 1011+071 1024+025 B860+068 740+076  8.06+087 800+152 B807+057 918+188 11.15+039 940+087 | 947 +043
2195+107 | 2243+060  2002+124 17.22+183 1762+121 1872+287  1909+077 1987+469 2262+072 1825+143 | 2146 +058

8.15%0.77  =0745:054 | *2282+418 | *2984 +1.17 | *29.08 + 1.20 | *28.84+ 085 | *36.89 + 162 | *21.06+091 | 1320+ 155 | 1211+ 067 | *5.78 +1.25 *35+0.64
21.39 £ 1.43 26.88+120 | 20.33+£285 | 19.79+240 | 1593+157 | 944+136
(6) 807+006 850+036 826+040 842+037 813030 8.06+015 842 +0.31 836+030 *798+024 *744+058 7.48+055
1833+185 19.71+076 1860+168 1996+108 1868+075 17.76+059 1964+103 1877+223 1784+022 1654+113  17.75+0.73

8.37£0.08 39011129 | *2946+101 | *2976+129  *27.08+154  *27.93+112 3369+088  *2099+233 | 1418+117 | 13.93+021 | 599+199 | *388+0.15
22.10 £ 0.52 2386+3.01 | 2050+236 | 2461+079 | 1729 +360 | 1038 + 045
(7) 880+193 741+062 876+189 1077+241 896+180 702+022 | 851+212 @ 672+220 641+038 *569+068 | 593+006
1721+149  17.18+120 1727+098 2036+340 1706+110 1606+128 1872+202 1511+415 1700+104 1416+087 1731114

7102012 | 39793336 | *2864+285 | *2958+2 15 | *2495+394 %2901+ 154 | *3541+335  *19.02+307 1573+150  1237+034 | *539+167 | *340+027
19.43 £ 0.63 2398+402 | 2415+3.14 | 2339+165 | 17.04+231 | 887 +0.26
(8) 710+182 @ 642+125 | 758+178 645+129  7.93+257 711+183  *456+110 856+039 611+218 744:+067 | 934:078
1568 +322 1560+212 1642+208 1420+266 1607 +3.73 1684+390 1132+358 1665+050 1626+429 1535+178 | 2062 +045

6.00£2.35 34714255 *30.18+£055 | *29.10+2.05  *2982+110  *29.86+159  *3093+182  *2339:214 | 1577+089 | 1184075 | 487+149 | *369+0.29
15.59 £ 5.19 2811+ 335 2270 £ 0.20 2148 £+ 3.36 18.70 £ 3.89 1041 + 084
(9) 315+045 300+£013 | 275+007 280+£009  329+021 326+062 @ 355+030 297+023 300+£012 203+042 | 295:042
824+063 B854+026 759+016 830+048 919+096 925+160 1009+060 838:+040 B868+053 759+016  832+142

2.73%0.21 | 3410+ 065 | *36.71+ 057 | *3412+400 | *33.16 £+ 046 | *31.35+0.90 | 3915+ 190 | *2152+292 | 1748+ 156 | 1357+ 058 | *593+0.06 | *3.32 +0.07
8.04 +0.33 2690 +423 | 26.07+287 | 2639+065 | 1416+ 087 | 898 +0.06
(11) 1316 +1.12  1423+023  1293+073 13.72+039 1421+051  *1363+026 1447+026 1275+061 1586+048 1555+228 | 16.71+1.19
1801+3.16 2030+042 1698+186 1890+055 1942+095 1727+102 2001+057 1754+063 2211+066 2131+267 2411+111

14.86 £0.58 .y, 15.003 | *2760+176 | *2295+635  2876+157 | 2958+070 | 41.16+351 | 2374+041  1343+333  1421+094 | 681+173 | *385+034
24.45 +0.19 3209+087 | 2054+513 | 23.78+128 | 17.37+200 | 999 +0099
(12) 814+210 946+125 878+137 913+125 922+206 1043+090 842+057 @ =046+215 1060+044 *379+102 1023+204
1646 +256 1942+172 1874+191 1897+194 1911£223 2082+140 1962+075 1839+3.32 2232+096 1751+167 @ 2210+350

10.51£0.47  3079:280 | *0763+189  *2872+003 | 2727+ 164 | *2609+ 157 | *2831+£018  *2125+042  1546+028 | =207+ 024  643+218 | =354 4027
24.60 £ 2.09 2711+ 048 | 2285+1.10 1980 + 0. 67 18.30 +2.98 907 +028



Tabla de Crecimiento promedio + desviacion estandar del area de los hongos endofitos y los hongos
fitopatogenos en las pruebas de antagonismo en PDA con extracto de hoja de café (20%) (n=3) P =
0.000. Los valores de las casillas claras pertenecen a los HE y los de las casillas oscuras a los HF. La
primera fila de casillas claras (mas ancha y en negritas) contiene los valores de los controles de los
endofitos y el nimero del endofito correspondiente. La primera columna de casillas oscuras (mas ancha 'y
en negritas) contiene los valores de los controles de los fitopatdgenos y el nimero del fitopatdgeno
correspondiente. El primer renglon en cada casilla muestra el valor de las mediciones a los 5 dias y el
segundo a los 10 dias. Las casillas con “*” indican inhibicion significativa del hongo respectivo. Las
casillas con lineas punteadas indican que esos enfrentamientos no se realizaron.

HE 1

HF 20.48 £ 0.56 14.44 £1.47 19.43 £0.31

4

5

6

16.56 £ 1.46

41.49%8.03 36.45%1.74 46.5610.92 46.7212.57

@ -

3.40 £0.14 2o
10.55 £ 0.47

(3) -
3.62 £0.27 —
12.30 £0.29

(6) 1.92 £ 0.09

7.33+£032
1.92%0.13 %764+ 151
7.64 %047 28641242

(7) -

3.08 £0.07 I
10.58 £ 0.22

(®) -
1.19 £0.05 s
4.48 +0.41

(11) -

6.28 £ 0.40 .
22.04 £ 0.24
(12) 1wz
452+220
1.11%20.25 2068+045
3.84*+079 3800+034

*6.05 £ 0.37
17.96 £ 1.22
*15.56 + 0.62
2519 £+ 1.51
112+ 0.15
422 +065

15.97 + 1.66
33.16 £ 0.69

*5.74 £ 0.57
15.67 £ 0.69

*17.83 £ 0.93
2917 £0.93

187+0.13
682 +019

*15.48 + 1.09
3447 £2.47

121+0.10
427+014

16.95 £ 0.37
4398 £0.72

*6.31+£0.89
16.55 £ 1.32

*14.88 + 0.98
3844 +0.91

7

5.91 £0.60

8

4.29 £0.39

27.22+1.58 18.47%4.34

*5.94 £ 0.46
16.90 + 1.26

*7.67 £0.85
28.94 £ 0.46

3.08 £0.08
8.79+012
472+022
17.86 £ 0.50

396 +019
11.99 £+ 0.85
5.02 +£0.59
18332 14

173+£0.23
6.44 +0.33
458 £0.27
19.06 £ 0.89

285+0.32
930+0.78
487 +£0.36
17.99 +2.09

129+0.10
413+011
468 +£0.29
18.13 £2.53

*5.72 £ 1.19
15.15 £ 1.85
3.99 £0.52
18.44 +2.31

1.20+£0.23
414 +054

524 +£129
20.60 £ 3.52

9

2.75*0.29
11.36 £ 0.52
326+024
10.75 £ 0.42

253 +0.26
10.65 £ 1.42

210+£0.28
751+£0.22

262 +£007
10.93 £ 0.36

282 £0.06
983+0.31

2.55+0.06
10.81+£0.29

128+£0.15

403+027

226+0.21
991+£097

6.18 +0.74
19.71 £0.35

223+031
9.73+0.72

10

17.11 £ 0.63

41.37 £0.73
*2.56 +0.26
547 +213

*14.10 + 1.60
3111+£29

1.84 £0.07
643 +092

*17.89 £2.99
30.72 +4 88
293+040

870+ 088

*14.78 £ 0.47
25.80 £+2.83

*4.64 +1.30
16.04 +2.14

*13.73 £ 1.05
27.56 £1.22

1.26 £ 0.27
3.33+1.28

*12.60 +£2.36
25.16 £5.55
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En la Tabla siguiente se muestran las areas de crecimiento promedio de los micelios de HE y

HF, a los 15 y 20 dias, en cada enfrentamiento en medio de cultivo PDA con extracto de hojas de

café al 20%.

Tabla de Crecimiento promedio + desviacion estandar del area de los hongos endofitos y los hongos
fitopatogenos en las pruebas de antagonismo en PDA con extracto de hoja de café (20%) (n=3) P =
0.000. Los valores de las casillas claras pertenecen a los HE y los de las casillas oscuras a los HF. La
primera fila de casillas claras (mas ancha y en negritas) contiene los valores de los controles de los
endofitos y el nimero del endofito correspondiente. La primera columna de casillas oscuras (mas ancha y
en negritas) contiene los valores de los controles de los fitopatdgenos y el nimero del fitopatdgeno
correspondiente. El primer renglon en cada casilla muestra el valor de las mediciones a los 15 dias y el
segundo a los 20 dias. Las casillas con “*” indican inhibicion significativa del hongo respectivo. Las
casillas con lineas punteadas indican que esos enfrentamientos no se realizaron

HE

HF

(4)
19.83 £ 0.88
28.41%0.74

(3)
20.32 £0.51
29.29 £ 0.63

(6)
15.96 £ 0.06
24.13 £ 0.66

(7)
18.22 £ 0.63
26.12 £0.39

(®)
8.00 £0.53
11.92 £ 0.71

(11)

36.26 £0.29
46.20 £0.77

(12)

8.37 £ 1.48
15.71 £ 2.20

1

4

5

6

48.56 £ 0.53  48.4210.90 49.41%0.65 4948 £0.58
49.17 £ 0.64  48.4210.90 49.41%0.65 4948 £0.58

13.69 £+ 0.45
15.79 £ 1.17

*30.09 +£2.78
30.27 £2.75

*8.54 +4.57
10.05 £ 5.64
43.27 +4.89
4431+5.73

*2578 £+ 1.17
2578 £1.17

*25.80 + 1.36
2580 £ 1.36

802+114
10.68 £ 2.45

*36.03 £4.38
36.03 £+4.38

*20.87 £1.27
20.97 £ 1.17

*29.78 + 0.66
29.78 + 0.66

12.81 £ 0.69
15.86 + 0.66

*37.83+£1.35
4133 +£048

8.05+0.37
917 +£0.23

4755+ 0.28
4755 +0.28

*18.31 £ 1.40
18.31 £ 1.40

48.00 £ 0.31
49.71+£0.18

7

8

46.63 +1.79 | 34.79t7.60
49.56 £ 0.59 | 43.70 £6.59

*20.76 + 1.49
20.76 £ 1.49

46.50 £ 0.45
4811+ 012

*13.26 £ 0.18
14.68 £+ 0.46
32.60 £1.27
4446 £ 0.09

*17.10 £ 0.60
20.39 £ 0.21
35.54 £5.61
4525+290

12.35+£0.39
16.22 £+ 0.83

*29.98 + 2.67
3369+ 140

*15.17 £ 1.47
18.09 £ 1.93
34.54 £3.20
4481+279

6.75+0.25
8.55 +£0.58
32.61+4.10
46.10 £2.05

*19.37 + 1.66
19.37 £ 1.66
3298 £+6.22
39.55 +£8.51

*7.38 £+ 0.68
962 £ 049
3895 +4.11
4842 +0.30

9

21.14 % 0.84
28.47 £ 0.87
*17.20 £ 1.00
21.00 £0.75

19.86 £ 0.39
23.74+£0.18

1540 £ 0.55
2170 £ 0.90

*18.29 £ 0.07
21.22 £+ 0.56

16.62 + 1.23
2135+ 148

*18.83 £ 0.49
2223+113

6.97 + 0.65
955+195

2160 £ 067
26.76 + 1.41

*27.31 £ 0.67
30.06 +0.59

*16.24 £ 0.91
18.26 + 0.66

10

48.22 £ 0.58
48.22 £ 0.58
*8.89 £2.92
10.64 £2.75

*35.99 +2.30
36.40 £2.64

*9.27 £2.40
11.20 £2.89

*33.91 £1.27
3459 £1.03

12.96 + 1.78
16.35 +2.64

*28.67 £2.72
28.84 +£2.81

2544 £+4 91
3840 £8.20

*30.61 + 1.57
30.61 £1.57

*4.88 +2.83
566 +3.70

*29.89 £4.90
3217 £3.32
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