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Abstract

The cultivation of coffee (Coffea arabica L.) is affected by rust (Hemileia vastatrix), causing losses of over 70% in production. The use of
endophytic fungi is a biological strategy for disease control. The objective of this study was to evaluate the endophytic activity of 14 fungal
strains and their effect on the growth of coffee plants var. Caturra. Coffee seeds were inoculated with a concentration of 1x10° conidia mL™ of
water, planted and organized in a completely randomized experimental design, with three repetitions of eight plants per strain. At 30, 60,
and 120 days after seedling emergence, samples of five leaf segments per plant, 5 mm in diameter, were taken to evaluate endophytic
activity. The start of fungal growth (days), initial fungal growth (%) and total fungal growth (%) were recorded. To evaluate the effect of
fungal strains on the growth of coffee plants, plant height, stem diameter, number of leaves, leaf pairs, number of branches and chlorophyll
content index were evaluated. Analysis of Variance and Tukey's mean separation test (p < 0.05) were performed. Three strains of A.
uredinophilum (CHE-CNRCB 435, 616, and 988), two of S. lanosoniveum (CHE-CNRCB 438 and 544), and three of Trichoderma (CHE-
CNRCB 398, 1057, and 1062) showed endophytic activity higher than 70%. The three Trichoderma spp. strains induced better growth in
coffee plants.

Keywords: Coffea arabica; endophytic fungi; plant growth; disease.

Resumen

El cultivo de café (Coffea arabica L.) es afectado por la roya (Hemileia vastatrix) que causa pérdidas de més del 70% en la produccion, el
uso de hongos endoéfitos es una estrategia bioldgica para el control de enfermedades. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
enddfita de 14 cepas de hongos y su efecto en el crecimiento de plantas de café var. Caturra. Se inocularon semillas de café con una
concentracion de 1x10° conidios mL" de agua, se sembraron y organizaron en disefio experimental completamente al azar, tres
repeticiones de ocho plantas por cepa. A los 30, 60 y 120 dias después de la emergencia de pléntulas, se tomaron muestras de cinco
segmentos de hoja por planta, de 5 mm de didmetro y se evalud la actividad enddfita, se registré inicio de crecimiento del hongo (dfas),
crecimiento inicial del hongo (%) y crecimiento total del hongo (%). Para evaluar el efecto de las cepas de hongo en el crecimiento de las
plantas de café se evaluaron altura de planta, didmetro de tallo, nimero de hojas, pares de hojas, nimero de ramas e indice de contenido
de clorofila. Se realizd anélisis de varianza y prueba de separacién de medias Tukey (p < 0,05). Tres cepas de A. uredinophilum (CHE-
CNRCB 435, 616y 988), dos de S. lanosoniveum (CHE-CNRCB 438y 544) y tres de Trichoderma (CHE-CNRCB 398, 1057 y 1062) presentaron
actividad enddfita mayor al 70%; las tres cepas de Trichoderma spp., indujeron mejor crecimiento de plantas de café.
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1. Introducciéon

El café (Coffea arabica L.) es un cultivo importante
desde el punto de vista econémico y social, ya que
genera empleos (directos e indirectos) y divisas. Los
principales productores son Brasil, Vietnam, Colom-
bia, Indonesia, Etiopla y Uganda. La produccién
mexicana de café cereza fue en promedio de
1,058,862,35 toneladas (t) en 2023; Chiapas fue el
principal estado productor, aportd 391,956,99 t, se-
guido por Veracruz con 253,781,12 t y Puebla 223,
603,15 t (SIACON, 2024).

Al igual que otros cultivos, el café es susceptible a
plagas y enfermedades, favorecidas por los cam-
bios de temperatura, humedad relativa y ubicacion
geogréfica en la que se encuentran las zonas de
produccion. La roya del café (Hemileia vastatrix) es
una de las enfermedades de mayor importancia
econdmica en el cultivo del café, dado que causa
caida prematura de las hojas, asi como secado de
ramas, lo que causa pérdidas superiores al 50% en
la cosecha. (Aristizabal & Jonhson, 2022). Esta en-
fermedad esta presente en la mayoria de las zonas
productoras de café en México (SENASICA, 2022),
ocasionando perdidas del 70% de la produccion,
que se estima en mas de 30.000 millones de dolares
por afio por la caida de los precios, la royay la falta
de inversion (INFOBAE, 2024). Ademas de la limita-
cion de la produccion del café, la actual epidemia
de roya en América Latina representa una crisis
socioecoldgica, como ocurre en México, el mayor
productor de café orgénico (Libert et al.,, 2020).

Los hongos enddfitos se definen como microorga-
nismos que pasan la mayor parte o todo su ciclo de
vida colonizando los tejidos de la planta hospedera,
sin causar un dafio evidente, incluso en algunos ca-
S0S son necesarios para la sobrevivencia de las es-
pecies vegetales (Collinge et al., 2022; Ortega et al.,
2020); son un grupo muy diverso de microorganis-
mos que habitan en varias partes de las plantas,
ayudando en sus mecanismos de defensa bioqui-
mica contra enfermedades; producen enzimas pro-
teasa, xilanasa, amilasa y celulasa asi como promo-
tores del crecimiento (4cido indol-3-acético)
(Suebrasri et al., 2020). En la planta, inducen au-
mento de la actividad fotosintética y la transpira-
cién, la protegen contra patdgenos mediante la in-
duccion de las respuestas de defensa sistémicas y
la sintesis de metabolitos con actividad bioldgica,
que repelen o propician la muerte de los organis-
mos plaga (Fontana et al., 2021). Muchos hongos
entomopatdgenos actlan como endéfitos, coloni-
zando tejidos de la planta sin causar un dafio apa-
rente, promoviendo el crecimiento vegetal, mejo-
rando la productividad y la vitalidad de la planta
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(Geisen et al., 2017). La mayoria de los hongos en-
dofitos pertenecen al phylum Ascomycota, aunque
también se han encontrado en los Basidiomycota,
Zygomycota y Oomycota (Rosa et al., 2012).
Dentro de los grupos antes mencionados, existe
evidencia que hongos como Akanthomyces, Colle-
cotricum, Simplicillium, Trichoderma, entre otros,
son controladores de la roya del café (H. vastatrix)
hongos como Simplicillium y Akanthomyces repor-
tan del 68% al 89% de efectividad a partir de las 24
h posteriores a la inoculaciéon, ya que pueden
permanecer latentes en el suelo hasta por un afio
(Jackson et al, 2012), lo que asegura la
sobrevivencia y el establecimiento de relaciones
ecosistémicas entre el hongo endéfito y la roya del
café (Vandermeer et al, 2009). Los hongos
funcionan como promotores del crecimiento
vegetal, son microorganismos residentes en la
rizbsfera de las plantas, y se les conoce por mejorar
los mecanismos de defensa y el crecimiento de ellas
(Parra, 2023). Mamani-Huayhua et al. (2027)
investigaron cinco cepas de Trichoderma sp. para el
control de la roya del café y reportaron que la cepa
TE-1 fue la més eficaz para reducir la incidencia de
la enfermedad (35,8%) y también mejord el
crecimiento de las plantas.

En los Ultimos afios se ha implementado el desarro-
llo de productos con base biotecnolégica como
biofungicidas, bactericidas y la aplicacion de meta-
bolitos naturales, los cuales son inocuos para el ser
humano y no presentan efectos ambientales
(Castillo et al,, 2022). La agricultura involucra con-
secuencias negativas, principalmente con la dismi-
nucion de la biodiversidad, aparicion de plagas
resistentes, desequilibrios en los agroecosistemas y
efectos perjudiciales en el medio ambiente. Ante
esto, se ha propuesto la aplicacion de bioinsumos
formulados con técnicas biotecnoldgicas a partir de
microorganismos, plantas, compuestos y extractos
de estos; capaces de mejorar el rendimiento y
sanidad de los cultivos (Rosales-Castillo et al., 2025).
Considerando el grado de afectacién que provoca
la roya del café en la cafeticultura, tanto nacional
como internacional, asi como la necesidad de ge-
nerar una alternativa sustentable de control para
esta enfermedad, la presente investigacion tuvo
como objetivo, inocular semillas de café (C. arabica)
var. Caturra con cepas de los hongos Akanthomyces
uredinophilum, Simplicillium lanosoniveum'y Tricho-
derma spp., para determinar su actividad enddfita
durante la etapa de plantula, asi como evaluar su
efecto en el crecimiento de las plantas y para selec-
cionar algunas cepas con base en la actividad
enddfita y su efecto benéfico en el crecimiento de
la planta.
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2. Metodologia

El estudio se realizd en laboratorio y en un inverna-
dero tipo tunel en Cuernavaca, Morelos, México;
ubicado a una latitud de 18°98' 27"-18° 86' 42" N,
longitud de 99° 23' 18"~ 99° 94' 15" O y una eleva-
cion de 1540 m, durante los meses de marzo 2023
a septiembre 2024.

Se utilizaron 14 cepas, siete de Akanthomyces
uredinophilum, tres de Simplicillium lanosoniveum'y
cuatro de Trichoderma spp. (Tabla 1), provenientes
de la coleccion de Hongos Entomopatdgenos del
Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico
(CHE-CNRCB)
(https://www.gob.mx/senasica/documentos/colecc
ion-de-hongos-entomopatogenos), Tecoman,
Colima México.

2.1 Preparacién del indculo

Las cepas fueron cultivadas en cajas Petri en medio
ADS (Agar Dextrosa Sabouraud, Bioxon?) y se incu-
baron por 10 dias a 25 °C. Transcurrido este tiempo
en cada cepa se prepard una suspension ajustada
a 1x10° conidios mL™, con agua destilada estéril.
Antes de inocular las semillas, se realizd una prueba
de germinacion de conidios, para estimar su viabi-
lidad. Para ello, se tomaron 20 uL de una dilucion
10y se cultivaron en medio ADS por 24 h, a 25 °C.
Se eligieron sisteméaticamente cuatro puntos en las
cajas Petri y se realizd conteo de los conidios

Tabla 1
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(minimo 100), donde se consideraron aquellos que
desarrollaron el tubo germinativo de longitud ma-
yor o igual al doble del grosor del conidio (consi-
derados como conidios germinados) (Sandoval &
Noelting, 2011). Finalmente, el porcentaje se calculd
a partir de la férmula 100 x nimero de conidios
germinados/numero total de conidios examinados.
La inmersion de las semillas, se realizd 4 h después
de la preparacion del indculo, se utilizaron las 14
cepas de los tres géneros de hongo (Tabla 1) y el
testigo solo se asperjé con agua destilada estéril.

2.2 Obtencién e inoculacion de las semillas

Las semillas de café utilizadas fueron Coffea
arabica, var. Caturra (450 semillas), cosechadas de
frutos de cafetos de 2 afios, localizados en Ocui-
tuco, Morelos, México. Los frutos se desinfectaron
con cloro comercial al 3% durante 30 min en una
charola, se escurrieron y se secaron con toallas de
papel a temperatura ambiente y se les retird la
pulpa. Después, las semillas se dejaron secar en una
charola durante ocho dias y se les retird el endo-
carpo. Para la inoculacion, las semillas se pusieron
en imbibicién con agua durante 48 h, en tubos
Falcon de 50 mL (30 semillas por tubo) se retird el
agua de imbibicion y se agregaron 10 mL de la
suspension con 1x108 conidios mL™, de cada una de
las cepas, se dejaron en incubacion durante 30 min
y posteriormente se procedié a sembrar.

Origen de las cepas A. uredinophilum, S. lanosoniveum y Trichoderma spp., utilizadas en la investigacion

Acrénimo CHE-CNRCB Cepa Huésped/Hospedero Origen Geogréfico
Akanthomyces . Pico de Loro, Unién de Juarez, Chiapas. 15° 03’ 596"
435 uredinophilum H. vastatrix/Cafeto N, 092° 05’ 720" W
Akanthomyces . Cumbres de Huicicila, Compostela Nayarit
o8 uredinophilum Eh T eI 21°1805.8"N 105°0120.6"W
Akanthomyces . El Cuarenterio, Xalisco, Nayarit, 21° 27.731 N 105°
584 e H. vastatrix/Cafeto 01672 W
615 Akan.rhom,.vces H. vastatrix/Cafeto Jabali, Comala, Colima. 19° 26940' N, -103° 41740' W
uredinophilum
616 Akan.rhom.yces H. vastatrix/Cafeto Jabali, Comala, Colima. 19° 26940" N, -103° 41740' W
uredinophilum
Akanthomyces . Guadalupe Barreal, Cordoba, Veracruz. 18°55'59.1"N
H.
285 uredinophilum Bl 96°57°22.4"W.
Akanthomyces . Nuevo Naranjal, Villa de Alvarez, Colima.
288 uredinophilum H. vastatrix/Cafeto 19°24'00.9'N 103°40'13.6"W
373 Simplicillium Diaphorina citri Cualatilla, Armeria, Colima, México. 19°01052'N,
lanosoniveum (ninfa)/Limon 109°0160'W
Simplicillium . San José de Loro, Unién de Juérez. Chiapas.
438 lanosoniveum i Ve G 15°03'596"N, 092°05720"W
o Szmp{za-/hum H. vastatriy/Cafeto C?noas, Manzanillo, Colima. México. 19° 22" N -104
lanosoniveum 1w
Trichoderma e . Tecomén, Colima, México. 18.927191°N, -
344 citrinoviride Endafito/Maiz 103.883900°W.
398 Trichoderma Endéfito/Maiz Tecomén, Colima, México. 18.927191°N, -

longibrachiatum

103.883900°W.

Trichoderma

1057 ) Suelo/Aguacate Piedra rajada, Colima. México.
brevicompactum
1062 Tnchqderma Suelo/Aguacate Guardian, Colima, México.
harzianum
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2.3 Siembra de semillas de café

En la siembra se utilizaron 15 charolas de plastico
negro con 50 cavidades, se llenaron con sustrato
humedo Sunshine Mix 3, se colocd una semilla por
cavidad a 2 c¢cm de profundidad, se aplicd riego
cada 2 dias. Se establecieron 30 semillas por cada
tipo de cepa inoculada y el testigo, que consistio en
agregar solo agua destilada estéril. Las plantulas se
cuidaron vy se realizo el seguimiento agrondmico
correspondiente.

2.4 Actividad enddfita

La evaluacion de la actividad enddfita se realizd a
los 30, 60 y 120 dias después de la emergencia de
plantulas; de las 30 plantulas emergidas se obtuvie-
ron tres repeticiones (de ocho plantulas) por cada
una de las 14 cepas y para el testigo (Figura 1).

En la primera evaluacién, se corté una hoja cotile-
donar de cada pléntula; las hojas se trasladaron al
laboratorio y se colocaron en vasos de precipitado
de 250 mL, en condiciones de esterilidad. Se aplicd
un tren de lavado superficial con agua destilada es-
téril para eliminar particulas de polvo, tierra y cual-
quier otro contaminante que pudiese interferir en
el procedimiento de desinfecciéon. Después, las ho-
jas se colocaron en otro vaso de precipitado de 250
mL que contenia agua destilada estéril con cloro al
3%, se agitd manualmente por 2 min. Posterior-
mente, las hojas se pasaron a otro vaso de precipi-
tado de 250 mL con una solucion de cloro al 1%, se
mantuvo en agitacion manual por 2 min. Final-
mente, se desecho la solucion de cloro y se efec-
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tuaron dos lavados mas con abundante agua des-
tilada estéril, con agitacion manual por un 1 min
cada uno. Una vez concluido el proceso de desin-
feccion, las hojas se colocaron sobre papel estéril
para eliminar el exceso de agua. La efectividad del
proceso de desinfeccion de las hojas, se evalud to-
mando una alicuota de 20 pL del agua del ultimo
enjuague y se inoculd en el medio de cultivo ADS
en cajas Petri, una vez que se absorbio el agua ino-
culada, se sellaron las cajas con Parafilm? y se incu-
baron a 25 °C, éstas se revisaron periédicamente y
se comprobd que no hubo crecimiento de micro-
organismos. De cada hoja desinfectada, se obtuvie-
ron cinco fragmentos de 5 mm de diametro apro-
ximadamente, los cinco cortes de cada hoja se co-
locaron en cada caja Petri (90 mm), con medio de
cultivo ADS, se sellaron y se incubaron a 25 °C. Las
cajas se revisaron diariamente y se re aislaron los
hongos endéfitos que se desarrollaron (enddfitos,
epifitos y contaminantes).

Para identificar los hongos presentes en las cajas de
cultivo, se realizaron montajes en portaobjetos con
una gota de agua destilada y azul de metileno para
observar al microscopio éptico (40 x). Las observa-
ciones para cada hongo se efectuaron durante
distintos tiempos de incubacion, con la finalidad de
determinar la presencia de estructuras reproduc-
tivas, caracteristicas de cada género de hongo en
estudio. La identificacién final se basé en la
comparacion de las observaciones realizadas con
las descripciones de las claves reportadas por
Barnett & Hunter (1972) y Dugan (2017).

Identificacién del endéfito

Desarrollo del enddfito Crecimiento del enddfito

Figura 1. Secuencia de obtencién de microorganismos endéfitos e identificacion de hongos aislados.
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Se observaron caracteristicas macroscopicas (color
y textura de la colonia) asi como estructuras micros-
copicas (forma de conidios, micelio e hifas), consi-
derando las caracteristicas morfoldgicas propias de
cada tipo de hongo en estudio. Las plantulas de
cafeto fueron re-inoculadas con cada cepa a los 55
dias después de la emergencia. La aplicacion se
realizd primero al sustrato, agregando 10 mL con la
suspension de 1x10° conidios mL™ y después se
inoculd toda la planta mediante aspersion con un
airbrush (Windstorm, AC-101) (Tall & Meyling, 2018).

2.5 Trasplante

Posterior a la inoculacion se realizo el trasplante a
macetas de 8", el sustrato fue una mezcla de com-
posta y tezontle (3:1), en cada maceta se colocé una
plantula con dos hojas verdaderas. Se trasplantaron
24 plantulas por tratamiento. Desde la emergencia
de plantulas hasta el trasplante, se aplico fertiliza-
cion cada 15 dias, ajustandose a las necesidades del
cultivo (Ramirez & Cerda, 2021).

La segunda evaluacion de la presencia de enddfitos
en las hojas de los cafetos se realizd 30 dias des-
pués de re inocular las plantulas vy la tercera se efec-
tud 120 dias después de la segunda; se siguio la
misma metodologia descrita en la  primera
evaluacion.

2.6 Disefio experimental y variables evaluadas

La investigacion se establecio en un disefio experi-
mental completamente al azar para estudiar 14 ce-
pas de hongos: A. uredinophilum, S. lanosoniveum
y Trichoderma spp., asi como un testigo (sin aplica-
cion de hongo). Se colocaron tres repeticiones por
tratamiento (cepa de hongo), con ocho plantulas
por repeticion. El experimento en invernadero se
mantuvo de marzo del 2023 a octubre del 2024. Se
evalud la actividad enddfita en tres momentos (30,
60 y 120 dias), expresada en tres variables: 1) inicio
de crecimiento del hongo (dias), 2) crecimiento ini-
cial del hongo (%) y 3) crecimiento total del hongo
endofito (%). Un afio después de haber re inocu-
lado las plantulas de cafeto con las cepas de los 14
hongos en el invernadero, se evalué el crecimiento
de las plantas mediante la medicién de altura de
planta, con cinta métrica; diametro del tallo, con
vernier digital Truper®; y el conteo de nimero de
pares de hojas, niumero total de hojas, nimero de
ramas y contenido de clorofila (CCl), con medidor
de clorofila (Apogee MC-100).

2.7 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en todas las variables se estu-
diaron mediante anélisis de varianza (ANOVA) y se
realizd la prueba de separacion de medias Tukey (p
< 0,05), con el paquete estadistico SAS® v. 9.2
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(S.A.S, 1995). De igual forma, se utilizd el método
estadistico multivariado de analisis de componen-
tes principales (ACP), para investigar la correlacion
de las variables de crecimiento de plantas de cafeto,
se utilizé el software IBM SPSS Statistics version 27.

3. Resultados y discusién

3.1 Crecimiento de los hongos endéfitos

En las tres fechas de evaluacién, el anélisis de va-
rianza mostro efecto altamente significativo de las
cepas estudiadas (p < 0,07), sobre las tres variables
de crecimiento de los hongos enddfitos, razén por
la cual se presentan las pruebas de comparacion de
medias de las diferentes cepas.

Los resultados de la actividad endéfita se presentan
en la Tabla 2, donde se observa el desarrollo de las
cepas. En la primera evaluacion, el crecimiento de
las cepas en el medio de cultivo se presento a partir
de las 24 h; en la segunda evaluacion fue de 1,62
dias, en tanto que en la tercera fue a los 1,5 dias. La
diferencia en inicio de crecimiento fue a nivel de
cepa, en la primera evaluacion la actividad enddfita
comenzd primero en la cepa CHE-CNRCB 438 de
S. lanosoniveum, seguido de la CHE-CNRCB 373, A.
uredinophilum ~ CHE-CNRCB 435 'y por T.
citrinoviride CHE-CNRCB 344. Por el contrario, las
que tardaron en iniciar su crecimiento fueron A.
uredinophilum CHE-CNRCB 985 y CHE-CNRCB
584. En la segunda evaluacién no hubo diferencias
entre cepas y alos 120 dias hubo diferencia minima.
El efecto de los hongos enddéfitos para el biocontrol
de enfermedades causada por fitopatégenos ha
sido ampliamente estudiado (De Silva et al.,, 2019;
Rojas et al., 2020). El enfoque general hasta ahora
ha consistido en el uso de los hongos enddfitos
como indculo para las plantas, estudiando la posi-
ble respuesta simbidtica frente a la presencia del
patdgeno objetivo. De esta forma, el uso directo del
indculo en las semillas permitié observar variacion
en el inicio del crecimiento de las cepas estableci-
das en los segmentos de las hojas. De acuerdo con
los resultados, en promedio de las tres evaluacio-
nes, Simplicillium fue el que tardd menos tiempo en
crecer en el medio de cultivo, con un crecimiento
inicial de 31,65%.

En el caso de Akanthomyces, el inicié de creci-
miento ocurri¢ a los 1,75 dias; similar a Trichoderma
spp. Rodrigo et al. (2017) explican que la aplicacion
directa de los hongos puede generar efecto de
proteccion sobre las plantas inoculadas y cultivadas
en invernadero. El crecimiento inicial del hongo en
los segmentos de hoja de café varié de 15,8% a
57,5% en la primera evaluacién; siete cepas
tuvieron crecimiento inicial en mas del 30 % de los
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segmentos de hoja, tanto en la primera como en la
segunda evaluacién (Tabla 2); de éstos, S. lanoso-
niveum (CHE-CNRCB 438) y T. longibrachiatum
(CHE-CNRCB 398) fueron los que crecieron méas en
las dos primeras evaluaciones, incluso en la se-
gunda evaluacion crecieron 30% més que el pro-
medio de las 14 cepas. T. longibrachiatum (CHE-
CNRCB 398) mantuvo un crecimiento inicial alto en
los segmentos de hoja en las tres evaluaciones. En
la tercera evaluacion se registré una menor
diferencia en el crecimiento inicial de los hongos de
las 14 cepas, independientemente del género; solo
T.  longibrachiatum CHE-CNRCB 398 tuvo
crecimiento en 55,1% de los segmentos de hoja, el
doble del promedio del crecimiento de las 14 cepas
(Tabla 2); en esta evaluacién, la mayoria de las
cepas crecieron menos que a los 60 dias.

Suebrasri et al. (2020) indican que los hongos en-
ddfitos producen enzimas proteasa, xilanasa, ami-
lasa y celulasa, que pueden contribuir a su interac-
cion con la planta; la protegen contra patégenos
mediante la induccion de las respuestas de defensa
sistémicas y la sintesis de metabolitos con actividad
bioldgica, que repelen o propician la muerte de los
organismos plaga (Fontana et al., 2021).

El crecimiento de los hongos enddfitos en las hojas
de café se mantuvo constante en la evaluacién a los
60 y 120 dfas después de haber sido inoculados, lo
que indica que se pueden mantener en los tejidos.
Esta variacion permitid seleccionar aquellas cepas

Tabla 2
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que tienen mejor capacidad para establecerse
como enddfito en los tejidos de las plantas de café,
asi como la mayor velocidad de crecimiento en el
medio de cultivo; lo cual coincide con lo sefialado
por Coa-Urbaez et al. (2014), que realizaron tres
aplicaciones al sustrato y una dirigida al follaje en
plantulas de café; la primera aplicacion fue al mo-
mento del trasplante, la segunda y tercera aplica-
cién cada treinta dfas, rociadas al sustrato con 200
mL de la suspension.

En esta investigacion, seis cepas presentaron mayor
actividad enddfita: S. lanosoniveum cepas CHE-
CNRCB 544, A. uredinophilum cepas CHE-CNRCB
435 y 988 asi como las cepas de T. citrinoviride,
longibrachiatum 'y brevicompactum CHE-CNRCB
398, 1057 y 1062.

Los hongos de A. uredinophilum, S. lanosoniveum 'y
Trichoderma spp., inoculados en las semillas de café
lograron establecerse en las hojas de las plantulas
de café (Figura 2). En la primera evaluacion, las
cepas que tuvieron mayor crecimiento total fueron
T. citrinoviride y T. longibrachiatum (CHE-CNRCB
344 y 398), con 97,5% y 90% respectivamente. Sin
embargo, en la segunda evaluacién fueron T.
longibrachiatum vy T. harzianum, los que tuvieron
mayor presencia en los segmentos de hoja de café
(90% y 87,5%), seguidas por CHE-CNRCB 544 de S.
lanosoniveum, ~ CHE-CNRCB 435 de A
uredinophilum.

Crecimiento n vitro de 14 cepas de los hongos A. uredinophilum, S. lanosoniveum y Trichoderma spp., evaluados a los 30, 60 y 120 dias
después de la emergencia de plantulas de café

Inicio de crecimiento (dfas)

Crecimiento inicial de la cepa (%)

Crecimiento total del hongo (%)

Cepa / Hongo

30 60 120 30d 60d 120d 30d 60d 120d
Testigo agua destilada 0,0 f 0,0b 00b 0,0 h 00e 0,0 c 10k 125] 141 f
435 A uredinophilum 1,29 de 162 a 316d 316d 325b  325b 62,5 ef 85,0 abc 82,5 ab
581 A. uredinophilum 137bcd  204a 283de 283de 241b  241b 51,69 57,5gh 55,8 de
584 A uredinophilum 180a 233a 1759 17,59 241b  241b 250i 57,5 gh 55,8 de
615 A. uredinophilum 133cde 229a 28,3 de 28,3 de 258b 258D 52,59 65,0 f 64,1 cd
616 A. uredinophilum 1,64 ab 187a  241ef 24,1 ef 300b  300b 333h 80,8 cd 71,6 bed
985 A. uredinophilum 186 a 237a 200fg 20,0 fg 234b  234b 333h 44,11 40,7 e
988 A. uredinophilum 1,58abc  187a 391¢ 391c¢ 325b  325b 658 e 83,3 bcd 76,6 abc
Promedio 1,55 2,05 1,64 33,5 30,2 27,4 46,2 67,6 63,8
373 S. lanosoniveum 1,29 de 191a 42,5bc  425bc  2471cd  216b 84,1c¢ 62,5 fg 60,0 cd
438 S. lanosoniveum 1.08e 208a 575a 57,5a 600a 216b 891b 72,5e 70,8 bcd
544 S lanosoniveum 1,66abc  170a 1589 1589 325bcd 291b 200] 85,8 abc 82,5 ab
Promedio 134 1,89 1,58 38,6 3838 24,1 64,4 69,5 711
344 T. citrinoviride 1,16 de 204a 436bc  436bc 225d 208b 97,5 a 54,1h 56,6 de
398 T. longibrachiatum 133cde 204a 466b 46,6 b 600a 5571a 90,0a 90,0a 90,3 a
1057 T. brevicompactum 133cde 225a 28,3 de 28,3 de 36,6 bcd 30,1b 60,0 f 77,5 de 73,9 abc
1062 T. harzianum 166a 216a 316d 316d 408b  341b 76,6d 87,5 ab 84,1ab
Promedio 1,37 2,12 1,72 37,52 39,97 35,0 81,0 77,2 76,2
Promedio general 1,35 1,90 1,61 30,3 30,1 27,2 56,1 66,8 66,0
DMSH (p < 0,05) 0,29 08 0,61 55 15,5 17.3 4,04 5,96 16,77
CV. (%) 7.1 14,1 12,6 6.1 17.2 213 24 29 8,5

D: Dias; DMSH: Diferencia minima significativa honesta; C.V.: Coeficiente de variacion.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2. Crecimiento de los endofitos: a) Simplicillium, b) Akanthomyces, c) Trichoderma; Micelio y conidios: d) Simplicillium,
e) Akanthomyces, f) Trichoderma.

En la Ultima evaluacion los hongos de Trichoderma
spp., nuevamente fueron los que presentaron los
mejores resultados de crecimiento (84,1% a 90,35%),
seguidos por S. lanosoniveum (CHE-CNRCB 544) y A.
uredinophilum (CHE-CNRCB 435 vy 988), que fueron
iguales estadisticamente. Por el contrario, la cepa con
menor crecimiento fue A. uredinophilum (CHE-
CNRCB 985), tanto en la segunda como en la tercera
evaluacion. En promedio, los hongos de Trichoderma
spp., presentaron mayor crecimiento en las tres
evaluaciones (78,1%), sequidos por S. lanosoniveum
(66,0%), los de menor crecimiento fueron de A.
uredinophilum (59,9%).

Ek-Ramos (2020) menciona que los endéfitos se
han clasificado en tres grupos con base en el tipo
de tejido vegetal que colonizan: a) tejidos aéreos y
subterraneos, y se transmiten de manera vertical y
horizontal; b) los que Unicamente colonizan tejidos
aéreos, y se transmiten de manera horizontal y c)
los que solo colonizan tejidos subterraneos y se
transmiten de manera horizontal a partir de tejidos
foliares; de manera similar, en esta investigacion se
observé que al inocular las semillas de café se lo-
graron establecer las cepas en los tejidos de las
plantas. Vega et al. (2010) identificaron a Colletotri-
chum, Fusarium, Penicillium y miembros de la fami-
lia Xylariaceae en Hawai, México, Puerto Rico vy
Colombia. Bongiorno et al. (2016) identificaron a
Colletotrichum, — Trichoderma, — Schizophyllum,
Mycosphaerella, Cladosporium 'y Cercospora en
Brasil, lo que coincide con el uso de Trichoderma,
ya que se observd mayor capacidad para
establecerse y permanecer en los tejidos foliares.
Una vez establecidos en los tejidos vegetales, los
hongos endofitos tienen varios modos de accion,

uno de ellos es inducir resistencia sistémica a las
plantas y coadyuvar al vigor general de la planta
(Herrera-Estrella & Chet, 2004). De igual forma, los
hongos enddfitos secretan proteinas ricas en cis-
tefna para incrementar su compatibilidad con la
planta hospedante, inducir respuestas fisioldgicas y
de defensa (Ku et al., 2020). Lo anterior podria ser
la explicaciéon de que las cepas de Trichoderma
spp., fueron las que tuvieron mayor porcentaje de
crecimiento inicial y porcentaje de crecimiento total
en los segmentos de hoja de los cafetos. Abbas et
al. (2022), sefialan que las plantas tratadas con
Trichoderma spp. impulsan la actividad de las
enzimas relacionadas con la defensa, como
peroxidasa, quitinasa, peroxidasa, -1,3-glucanasa,
fenilpropanoides, polifenol oxidasa, superdxido
dismutasa, quitinasa y fenilalanina amoniaco-liasa.
Este tipo de interacciones se han reportado en
agroecosistemas cafetaleros complejos, lo que ase-
gura la sobrevivencia y el establecimiento de rela-
ciones ecosistémicas entre diversas especies, que
permiten el control natural de H. vastatrix
(Vandermeer et al., 2009). Tal es el caso de Lecani-
cillium lecanii, un hongo endofitico entomopato-
geno y un conocido depredador micoparasito de
H. vastatrix, capaz de reducir la gravedad de la en-
fermedad de la roya (Jackson et al.,, 2012; Nicoletti
& Becchimanzi, 2020).

Cabe resaltar que los endofitos de Trichoderma
spp., aislados de maiz y aguacate procedentes de
Colima presentaron mayor actividad enddfita,
indicando que, se pueden utilizar hongos aislados
de otros cultivos. En el caso de las cepas de Simpli-
clllium y Akanthomyces provenientes de zonas
como Colima, Chiapas y Veracruz, aislados de H.
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vastatrix de café, presentaron menor actividad que
Trichoderma spp., lo que sugiere que el origen geo-
gréfico no determind que se establecieran en los
tejidos de los cafetos; tampoco el hecho de que ha-
yan sido aislados a partir de pustulas de roya vy teji-
dos de café. Por lo anterior, estos dos factores no
fueron determinantes para que los hongos se esta-
blecieran como enddfitos en las hojas de café. Las
tres evaluaciones permitieron determinar la activi-
dad endofita en diferentes momentos del creci-
miento de la planta, ademas de observar la capaci-
dad que tiene cada cepa para prevalecer en la
planta; este hecho indica que, las cepas selecciona-
das podrian servir como controlador bioldgico para
disminuir el efecto negativo de la roya en las plantas
de café.

3.2 Crecimiento de plantas de café por efecto de 14
cepas de hongos enddfitos

El analisis de varianza mostré efecto altamente sig-
nificativo (p < 0,01) de las cepas de los hongos
sobre las variables de crecimiento de las plantas de
café. La comparacion de medias indicé que las
plantas inoculadas con las cepas de Trichoderma
spp. (CHE-CNRCB 344, 398, 1057 y 1062), presentan
mejores resultados, en cuanto a la altura de planta,
diametro de tallo, nimero de hojas, nimero de
ramas y contenido de clorofila, seguidas de las
plantas inoculadas con las cepas de Akanthomyces
(CHE-CNRCB 584, 615y 616), donde se observo que
el crecimiento fue mayor, comparado con las del

Tabla 3
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testigo en las que solo se aplicd agua destilada
(Tabla 3), esto pudo deberse al efecto benéfico de
la cepa; de cuerdo a Jaber & Enkerli (2017), los hon-
gos enddfitos y entomopatégenos promueven el
crecimiento vegetal ademas de tener otras propie-
dades como la proteccion contra insectos vy
patdgenos de plantas.

Suebrasri et al. (2020) indican que este tipo de hon-
gos producen promotores de crecimiento (acido
indol-3-acético). En la planta, inducen aumento de
la actividad fotosintética y la transpiracion, la prote-
gen contra patdgenos mediante la induccion de las
respuestas de defensa sistémicas y la sintesis de
metabolitos con actividad bioldgica, que repelen o
propician la muerte de los organismos plaga
(Fontana et al., 2021). Muchos hongos entomopa-
tégenos actian como enddfitos, colonizando teji-
dos de la planta sin causar un dafio aparente, pro-
moviendo el crecimiento vegetal, mejorando la
productividad vy la vitalidad de la planta (Geisen et
al., 2017).

Existe evidencia que sugiere que la mejor forma de
inocular los hongos entomopatégenos y enddfitos
(HEE) es desde la semilla, lo que aduce a la impor-
tancia del método de inoculacion, el cual es deter-
minante en el nivel de promocién de crecimiento
vegetal y en otras propiedades que confieren en
plantas, como la proteccion contra insectos y pato-
genos de plantas, aunque no existe un consenso al
respecto (Jaber & Enkerli, 2017).

Variables de crecimiento de plantas de café inoculadas con cepas de los hongos A. uredinophilum, S. lanosoniveum y Trichoderma spp.,

evaluadas un afio despues de la siembra

Altura de planta R Tota.l 2 Pares de hojas Ramas Contenido de
CEpRHenge (cm) il nojes (NUm.) (Nam.) clorofila
(mm) (Ndm.) ) )

Testigo Agua destilada 256d 81ad 95 bc 48 ab 9,4 abc 304 f
435 A. uredinophilum 28,2 bcd 74 b-e 90 de 45b-e 8,5 bcd 851a
581 A. uredinophilum 26,3 cd 6,6 C 90 de 44 cde 8,0 bcd 83,5a
584 A. uredinophilum 328a 8,0 a-e 91 cde 46 b-e 9,3 abc 738b
615 A. uredinophilum 294 b 7,5b-e 86 abc 43 ef 8,5 bed 59,4d
616 A. uredinophilum 345a 7,9 a-e 87 ef 43 def 9,4 abc 385e
985 A. uredinophilum 255d 6,9 ef 80g 40 f 8,0 cd 852 a
988 A. uredinophilum 28,1 bcd 7,2d-e 81g 40 f 83 cd 76,3 ab
Promedio 29,2 73 86,4 43,0 8,5 71,6
373 S. lanosoniveum 28,9 bc 7,6 b-e 98 ab 49 abc 9,4 abc 66,2 ¢
438 S. lanosoniveum 29.0 bc 7,3 bc 97 b 48 abc 9,4 abc 392e
544 S. lanosoniveum 33,3 ab 8,2 abc 84 fg 42 abc 98 a 73,4b
Promedio 304 7,7 93,0 46,3 9,5 59,6
344 T. citrinoviride 333a 87a 102 a 51a 102 a 76,4 ab
398 T. longibrachiatum 299b 8,0 a-d 92 cd 45 b-e 9,3 abc 76,4 b
1057 T. brevicompactum 32,8 a 8,4 ab 88 def 44 def 98a 83,3 a
1062 T. harzianum 337a 8,3 abc 98 ab 49 ab 9,5ab 61,6 cd
Promedio 324 83 95 47,2 9,7 74,4
Promedio general 30,1 8,1 90 44,5 8,8 68,7
DMSH (p < 0,05) 2.9 10 4,6 4,4 11 53
C.V. (%) 3,2 4,4 17 3,2 4,0 2,6

DMSH: Diferencia minima significativa honesta, C.V.: Coeficiente de variacion.

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Marro et al. (2022) describen que existen hongos
muy eficientes en la funcion simbidtica entre plan-
tas y hongos, observaron que Trichoderma, Calca-
riosporium, Lecanicillium, Metarhizium, Simplicillium
proveen mayores beneficios a las plantas a nivel de
crecimiento y nutricion con y sin estrés, y su estudio
demostréd cuales hongos fueron més benéficos
para la interaccion y el crecimiento de hasta un 42%
en plantas como chile, tomate y café, el uso de
hongos demostré aumento en el tamafio de planta
y en el desarrollo de raices en un 21%, asi como en
el porcentaje de colonizacion en hojas y tallos. Liu
et al. (2022) concluyen que la colonizacién de los
hongos Beauveria bassiana y Metarhizium aniso-
pliae en los tejidos de maiz, sugiere que la funcion
endofftica de los hongos es distinta a la funcion
rizosférica y contribuy® mas a la promocion del
crecimiento de las plantas.

El analisis de componentes principales (PCA)
permitié reducir el conjunto de seis caracteristicas
bioldgicas de crecimiento de plantas de cafeto en
dos componentes principales, en respuesta a las 14
cepas de hongos, conservando el 100% de la
varianza total (Tabla 4). Los dos primeros
componentes (PC1, PC2) fueron suficientes para

Martinez-de-Jesus et al.

analizar graficamente la correlacion de las variables
(Figura 3); ambos lograron explicar el 81,85% de la
varianza total de los datos. Las variables Nr, Dty Ap
estuvieron altamente correlacionadas (Figura 3),
asimismo el Nh y Ph, presentan este mismo
comportamiento. En contraste el Cc, mostré una
correlacion negativa con el resto de las variables
medidas.

Tabla 4
Coeficientes de correlacion entre variables y componentes
principales (CP)

Variables CP1 CP2
Altura de planta (Ap) 0,96 0,14
Didmetro de tallo (Dt) 0,92 0,24
Numero de hojas (Nh) 0,18 0,97
Pares de hojas (Ph) 0,22 0,96
NUmero de ramas (Nr) 0,85 0,43
indice de contenido de clorofila (Cc) -0,24 -0,30

En las cepas de Akanthomyces, Simplicillium 'y
Trichoderma, las variables que contribuyeron al
componente PCT (61,46%) fueron altura de planta
(Ap), diametro de tallo (Dt) y nimero de ramas (Nr);
mientras que para el componente PC2 (20,39%) fue
el nimero y pares de hojas (Ph) y clorofila (Cc).
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Figura 3. Anélisis de componentes principales (CP1 vs. CP2, con 81,85% de varianza acumulada explicada) de las variables altura de
planta (Ap), didmetro de tallo (Dt), nimero de hojas (Nh), pares de hojas (Ph), nimero de ramas (Nr), indice de contenido de clorofila
(Co) en las cepas de Akanthomyces, Simplicillium y Trichoderma evaluadas.
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Las plantas inoculadas con las cepas de
Trichoderma spp CHE-CNRCB 1057, 344 y 1062
destacan con los mejores resultados en Ap, Dty Nr;
por su parte las plantas tratadas con las cepas de
Akanthomyces CHE-CNRCB 616 y 584, tuvieron el
mismo efecto para estas variables (Figura 3). El
impacto del tratamiento de Trichoderma sobre las
plantas de café, se relaciond con su efecto benéfico
en el crecimiento, como se ha reportado en otros
estudios previos. El éxito de Trichoderma como
biocontrolador se basa en su capacidad de
sintetizar compuestos antagdnicos  (proteinas,
enzimas y antibidticos), y sustancias promotoras de
crecimiento (vitaminas y hormonas), beneficiando
asf a los cultivos agricolas como papa, chile, tomate,
aguacate, café, entre otras (Navaneetha et al,
2015). Con relacién al contenido de clorofila (Cc),
las cepas de Akanthomyces CHE-CNRCB 985, 435y
presentaron los valores maximos en esta variable.

4. Conclusiones

Las cepas de T. longibrachiatum, T. harzianumy T.
brevicompactum (CHE-CNRCB 398, 1062 y 1057), de
S. lanosoniveum (CHE-CNRCB 544) y de A
uredinophilum (CHE-CNRCB 435 y 988) mostraron
la mayor actividad endofitica, al colonizar més las
hojas del cafeto variedad Caturra. También se de-
termind que las cepas que promaovieron mayor cre-
cimiento vegetal de los cafetos; fueron Trichoderma
CHE-CNRCB 344, 398 vy 1062, asi como
Akanthomyces CHE-CNRCB 584.

Se sugieren mas estudios para que las cepas pue-
dan ser consideradas como agentes de control de
la roya del cafeto, dado que los endofitos deben
sequir utilizandose en diversos cultivos, ya que po-
drfan incrementar la supervivencia y el crecimiento,
dado que son capaces de establecerse de manera
natural en diversas especies vegetales. Ademas, las
plantas con enddfitos mejoran su crecimiento y
aumentan la tolerancia a condiciones ambientales
como estrés hidrico e incidencia de patdégenos.
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