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|. RESUMEN

Los hongos enddfitos colonizan los tejidos vegetales vivos de forma
asintomatica, sin embargo, pueden formar asociaciones desde mutualistas hasta
antagonistas con sus plantas hospederas. En las plantas lefiosas tropicales, los hongos
enddfitos foliares forman comunidades megadiversas, cuyos miembros despliegan
distintas estrategias de crecimiento, propagacion e infeccidon, y ademas, pueden
establecer diversas relaciones entre ellos, y con hongos de otro tipo, como los
micorrizicos y los fitopatdgenos. En el presente trabajo se evalu6 el crecimiento de
nueve hongos endofitos foliares asociados a Coffea arabica, asi como los tipos de
interacciones que estos hongos establecen in vitro, con el fin de determinar si estas
interacciones, asi como las caracteristicas del crecimiento de cada hongo, se
relacionan con la frecuencia de aislamiento de los hongos a partir de las hojas de café.
Asimismo, se determiné la capacidad de colonizacion de los hongos enddfitos y se
exploré el posible papel ecoldgico de los mismos dentro de las hojas. El crecimiento de
los hongos enddfitos se evalué mediante cultivos individuales, y las interacciones se
evaluaron mediante cultivos pareados, sembrando dos hongos diferentes en extremos
opuestos de una caja Petri. En ambas evaluaciones se utilizé medio de cultivo con y sin
el extracto de las hojas de los cafetos, lo que mostré que los hongos endoéfitos no solo
poseen estrategias de crecimiento y capacidades competitivas diferentes, sino que
ambas se pueden modificar en presencia del extracto de las hojas. Por otro lado, se
realizaron dos bioensayos complementarios de interaccion: en el primero se evalud la
capacidad de cada hongo endéfito para colonizar un sustrato previamente ocupado por
otro hongo, en este bioensayo se observé que algunos hongos enddfitos actian como
colonizadores primarios y secundarios, mientras que otros son exclusivamente
colonizadores primarios; en el segundo bioensayo, cada hongo endéfito crecié en un
medio nutritivo al que se le afiadié un filtrado del caldo de cultivo de cada uno de los
otros hongos para evaluar el potencial alelopatico de cada uno de los hongos
estudiados. Los filtrados agregados a los medios de cultivo alteraron el crecimiento de
los hongos enddfitos, asi como sus capacidades para colonizar el sustrato. El analisis
de correlacion no mostré una relacion lineal significativa entre los parametros de

crecimiento de los hongos endofitos y la frecuencia de aislamiento de los mismos a
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partir de las hojas de los cafetos. La frecuencia de aislamiento de los hongos tampoco
se relaciono significativamente con la sensibilidad de los hongos hacia el extracto de las
hojas de C. arabica, o con la capacidad competitiva que cada uno mostré en los
bioensayos de captura primaria y secundaria de recursos. Por otro lado, se encontré
gue la respuesta de los hongos endéfitos a los alelopaticos de los filtrados de los otros
hongos, podria estar relacionada con la presencia de los hongos endofitos dentro de las
hojas. La capacidad de colonizacion de los hongos endofitos se evaludé inoculando
hojas de café libres de endofitos con cada hongo; los hongos mas frecuentes y los
moderadamente frecuentes tuvieron una mayor capacidad para colonizar las hojas que
los poco frecuentes, particularmente cuando los primeros desarrollaron esporas y se
inocularon en hojas desprendidas de las plantas. Finalmente, se evaluo el efecto de los
hongos endofitos sobre la viabilidad e incidencia del fitopatogeno foliar Hemileia
vastatrix; encontrandose que los hongos endoéfitos pueden alterar el tiempo de
germinacion de las urediniosporas de la roya en cultivos in vitro; entre los hongos
endofitos, Glomerella cingulata, fue el dUnico que inhibi6 de forma significativa la
germinacion de estas esporas; en contraste, la incidencia de H. vastatrix, en hojas
desprendidas de la planta de café, no fue reducida por ningin hongo enddfito, sino
estimulada por algunos de ellos. Fue interesante observar que ciertos hongos enddfitos
necrosaron las hojas desprendidas, sugiriendo que éstos pueden acelerar el proceso de
descomposicién de los tejidos vegetales. En general, los resultados encontrados en el
presente trabajo revelan que los hongos endofitos de C. arabica poseen diversas
estrategias competitivas para sobrevivir en su habitat, y ademas, pueden desempefiar
papeles ecolbgicos diferentes.
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l. SUMMARY

Endophytic fungi colonize living plant tissues asymptomatically, however, they
could establish with their host plants associations from mutualistic to antagonistic. In
tropical woody plants, foliar fungal endophytes create mega-diverse communities whose
members display different growth, spread and infection strategies, and they can
establish various relationships between them, and with other fungi, including mycorrhizal
and plant pathogens. In this work, the growth of nine foliar endophytic fungi associated
with Coffea arabica was evaluated in vitro, as well as the interactions between each
other, in order to determine whether these interactions, and also the growth features of
each fungus, are related to the isolation frequency of fungi in coffee leaves. In addition,
colonization capacity of each fungus was determined, and also their possible ecological
role within the leaves. Endophytes growth was evaluated using individual cultures, and
the interactions were evaluated by paired cultures, cultivating two different fungi in
opposite sides of a Petri dish. In both evaluations culture medium was used with and
without coffee leaf extract, which showed that endophytic fungi not only have different
growth strategies and competitive capacities, but they can modify these traits in
presence of the leaf extract. Additionally, two complementary interaction bioassays were
performed, in first place; the capacity of each endophyte to colonize a substrate
previously occupied by another fungus was evaluated. This bioassay showed that some
endophytes behave as primary or secondary colonizers, whereas others are exclusively
primary colonizers. In the second bioassay, each endophyte was grown adding to the
culture medium the broth filtrate of each one of the others fungi to evaluate the
allelopathic potential of each studied fungus. Filtrates added to culture media altered
endophytic fungi growth, as well as their capacities to colonize the substrate. The results
of correlation analysis showed that there was no significant linear relationship between
each growth parameter of different fungal endophytes and the isolation frequency of
them from the coffee tree leaves. The fungi isolation frequency was not significantly
related to fungi sensivity to the coffee leaf extract, or to the competitive capacity that
each fungus showed in the primary and secondary resource capture bioassays. On the
other hand, it was found that the response of the endophytic fungi to the allelopathic

compounds of others fungi filtrates could be related to the presence of endophytes in the
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leaves. The colonization capacity of endophytic fungi was evaluated by inoculating each
one in endophyte-free coffee leaves; the most frequent and moderately frequent fungi
had a higher capacity to colonize the leaves that uncommon ones, particularly when the
firsts produced spores and were inoculated on detached plant leaves. Finally, the effect
of endophytes on the viability and incidence of foliar phytopathogenic fungi Hemileia
vastatrix was evaluated; it was found that endophytic fungi can alter the germination
time of the rust urediniospores in in vitro cultures; among endophytic fungi, Glomerella
cingulata significantly inhibits spores germination; in contrast, the incidence of H.
vastatrix on detached coffee plant leaves was not diminished by any endophytic fungi
but stimulated by some of them. It was interesting to note that some detached leaves
inoculated with some endophytic fungi were necrotized, suggesting that these fungi may
accelerate the plant tissues decomposition. Overall, results of the present study showed
that foliar endophytic fungi of C. arabica have different competitive strategies to survive
in their habitat, and also these fungi can play different ecological roles.
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Il. INTRODUCCION
2.1 Reino Mycota
2.1.1 Diversidad

Hawksworth (1991) afirmaba que el reino Mycota, también denominado Fungi o
Eumycota, comprendia mas de 69,000 especies descritas, sin embargo, basado en la
relacion entre los hongos conocidos y las especies de plantas vasculares de diferentes
regiones, estimo que existian al menos 1.5 millones de especies distribuidas en todos
los ecosistemas del planeta. Por su parte, Schmit y Mueller (2007), estimaron un
minimo global de 712,285 especies de hongos, al combinar los resultados de distintos
estudios de distribucién y diversidad de especies de hongos de diferentes habitats,
incluyendo a las asociadas y no asociadas a otros organismos, asi como a aquellas
gue no habian sido clasificadas en el reino Fungi en épocas anteriores. Un estudio mas
reciente, basado en la secuenciacion de algunas regiones de ARN extraido a partir de
muestras ambientales de la micobiota del suelo, revelé una gran cantidad de especies,
indicando que posiblemente existen entre 3.5 y 5.1 millones de especies fangicas
(O’Brien et al., 2005; ver revision de Blackwell, 2011).

2.1.2 Caracteristicas

Los miembros del reino Mycota son organismos eucariéticos, que en su mayoria
presentan un soma o talo constituido por una serie de células filiformes, llamadas hifas,
rodeadas por una pared compuesta principalmente de quitina, glucanos vy
glicoproteinas (Bruns, 2006; Ponton, 2008). Las hifas mantienen una continuidad
debido a la ausencia de septos (paredes celulares), o porque éstos, presentan uno o
mas poros, funcionando como una unidad celular. Las hifas pueden tener mas de un
nacleo; y de acuerdo con el niamero de nucleos y la informacion genética de los
mismos, los hongos pueden ser monocariéticos (un nucleo), haploides o diploides; o
bien, dicariéticos (dos nucleos genéticamente diferentes), homocariéticos (2 o mas
ndcleos genéticamente semejantes) o heterocariéticos (2 o mas nucleos genéticamente
diferentes). La manera en como se nutren los hongos es heterotrofa absortiva, es decir,

digieren externamente sus alimentos secretando enzimas y, posteriormente, absorben
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las moléculas resultantes de la digestion (Alexopoulos et al., 1996; Webster y Weber,
2007). La reproduccion de los hongos incluye fases sexuales y asexuales o somaticas,
sin embargo, en diversos hongos solo se conoce el estadio asexual (Hawksworth,
2011). Tanto la reproduccién sexual como la asexual, generan estructuras de
resistencia y propagacion llamadas esporas, aunque la reproducciéon asexual también

se lleva a cabo por fragmentacion del talo o soma del hongo (Alexopoulos et al., 1996).

Algunos hongos miceliares, llamados dimérficos, pueden presentar, ademas de
la morfologia filamentosa, una morfologia levaduriforme (unicelular) durante una parte
de su ciclo de vida; mientras que otros, muestran caracteristicas particulares como
desarrollo de zoosporas, rizoides en lugar de micelio como ocurre en los quitridios,

ausencia de pared celular, o paredes celulares con celulosa (Blackwell et al., 2012).

2.1.3 Clasificacion

Debido a que un mismo hongo puede presentar distintas morfologias
depediendo del estadio en su ciclo de vida, y a que los caracteres morfolégicos no
siempre reflejan las relaciones filogenéticas del grupo, el esquema de clasificacion de
los hongos ha cambiado constantemente. Blackwell et al. (2012) incluyen siete Phyla
en su sistema filogenético: Neocallimastigomycota, Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota (Fig.
1). Estos dos ultimos, agrupados en el subreino Dikarya, por poseer hifas dicariéticas
(Hibbett et al., 2007).

En la reconstruccion filogenética de la Fig. 1, también se observa que los
Microsporidia, que son parasitos intracelulares obligados de otros eucariotas (Keeling y
Fast, 2002), tienen una posicién incierta; ademas se observa a Olpidium brassicae y
Rozella spp., que son hongos conformados por un talo esférico u ovoide y viven como
simbiontes sobre o dentro de las células de sus hospederos; estos dos hongos han
sido separados del Phylum Chytridiomycota del que anteriormente formaban parte
(James et al., 2006). Rozella conforma ademas, el clado Rozellida o Cryptomycota, el
cual ha sido recientemente reconocido, aunque no formalmente establecido (Jones et
al., 2011).
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Dikarya Basidiomycota
Ascomycota

Glomeromycota

Zygomycota

Olpidium brassicae
- Blastocladiomycota

Chytridiomycota
Neocallimastigomycota

7®  Microsporidia
Rozella spp.

Fig. 1. Sistema filogenético del Reino Mycota. El signo de interrogacién (?) indica que la posicion
filogenética del grupo es incierta y las barras discontinuas (==) que la condicion monofilética del grupo es
incierta (Blackwell et al., 2012). La explicacién general se encuentra en el texto.

Aquellos organismos con caracteristicas similares a los hongos y que
tradicionalmente han sido estudiados por micélogos, pero que no poseen todas las
caracteristicas necesarias para pertenecer al reino, se clasifican dentro del grupo
Stramenopila (Oomycota, Hyphochytriomycota y Labyrinthulomycota) (Leipe et al.,
1994) o como mohos mucilaginosos (Myxomycota, Plasmodiophoromycota,

Dictyosteliomycota, Acrasiomycota) (Blackwell et al., 2012).

2.1.4 Crecimiento de los hongos y colonizacion del sustrato

Los hongos estan presentes en practicamente todos los ecosistemas, debido en
gran medida, a su organizacion filamentosa (Dighton, 2003). Una gran proporciéon son
organismos modulares que a partir de un propagulo inicial desarrollan diversas hifas las
cuales al crecer y ramificarse forman una red denominada micelio. El micelio constituye
una colonia, la cual puede generar mas micelio desde cualquier parte de su biomasa.
Las hifas que conforman el micelio, crecen y se ramifican por su parte apical hacia
todas direcciones, pero ademas, pueden fusionarse entre ellas o con las hifas de otros
individuos compatibles (proceso denominado anastomosis) de la misma u
ocasionalmente de diferente especie, formando heterocariontes o hibridos vegetativos,
en los que dos nucleos genéticamente diferentes coexisten en un mismo citoplasma

(Glass et al., 2000; Glass y Kaneko, 2003). Debido a que las hifas son muy delgadas,
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los hongos presentan una elevada cantidad de superficie expuesta al ambiente, en
relacion a su volumen, lo que les permite aprovechar los recursos que los rodean con
mayor eficiencia (Alexopoulos et al., 1996). El borde del micelio, contiene 4pices hifales
jovenes que degradan y absorben los alimentos, y en el centro, se encuentran las
partes mas senescentes que acumulan sustancias de reserva que pueden translocar a
otras partes del micelio. Esta caracteristica permite la colonizacién de diversos
sustratos, aun los pobres en nutrientes, manteniendo la continuidad del sistema
miceliar en un ambiente heterogéneo (Dighton, 2003). Ademas, algunos hongos forman
estructuras compuestas de varias hifas con las que colonizan sustratos hostiles y
optimizan el transporte de nutrientes a zonas alejadas (Cairney, 1992). Estas
estructuras, llamadas rizomorfos, pueden permanecer latentes durante temporadas
adversas y reactivarse bajo condiciones favorables. En la mayoria de los hongos, al
crecer el micelio produce esporas sexuales o asexuales con ciertos intervalos y en
respuesta a diversos estimulos, lo que permite su dispersion y preservacion en el
hébitat (Alexopoulos et al., 1996).

Practicamente, todos los hongos participan en los procesos ecolégicos que se
desarrollan en los ecosistemas. Dependiendo del tipo de la especie de hongo y de su
historia de vida, pueden regular desde la formacién de los suelos hasta la produccion
primaria y secundaria, ya sea de manera independiente o a través de la asociacion con

otros organismos (Dighton, 2003).

2.2 Asociaciones planta-hongo
2.2.1 Definicién de simbiosis

El término simbiosis, que etimolégicamente significa ‘vida en comun’, fue
acufiado por De Bary (1879) para describir la vida conjunta de dos organismos
distintos. En un principio, se desarrollaron dos variantes en torno a esta definicion. La
primera, describia las relaciones que benefician a ambos participantes; mientras que la
segunda, conservando la connotacion original, especificaba una asociacidon cercana
entre dos organismos, independientemente del resultado de la interaccién (Wilkinson,
2001). Actualmente, el significado mas utilizado es este Ultimo, los organismos
asociados, llamados simbiontes, pueden establecer relaciones comensales, parasitas o
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mutualistas (Louie, 2010). Para llamarse simbidtica, una asociacion debe ser intima y
debe establecerse entre dos organismos de diferente especie (Margullis, 1991), tal
como ocurre en la interaccion planta-hongo, en la que ademas, se cumple una de las
caracteristicas mas comunes en una simbiosis, el hecho de que uno de los simbiontes

actue como hospedero, albergando y suministrando recursos al otro (Louie, 2010).

2.2.2 Evolucion y diversificacion

La asociacion entre plantas y hongos tiene una historia muy antigua y de gran
relevancia para el proceso evolutivo. Las evidencias datan del periodo Devonico de la
era Paleozoica (400 Ma) (Taylor, 1995; Krings et al., 2007), que fue justo el periodo en
el que las plantas emergieron del medio acuatico y se establecieron en el ambiente
terrestre (Pirozynski y Malloch, 1975; Simon et al., 1993). Evidencias fésiles, ubican a
diversos hongos de los Phyla Chytridiomycota, Glomeromycota y Ascomycota como
simbiontes de distintas plantas con las que se presume establecieron relaciones
antagonistas, comensales o mutualistas (Taylor et al., 1999; Taylor et al., 2004, Taylor
y Krings, 2005). Estas dultimas posiblemente permitieron que plantas y hongos
afrontaran conjuntamente los factores de estrés emergentes en la atmoésfera
Paleozoica (Rodriguez y Redman, 2008). El hallazgo de algunos hongos similares a los
del género Glomus en fésiles del periodo Ordovicico (460 Ma), han abierto la
posibilidad de un origen més remoto de este sistema simbionte (Redecker et al., 2000).

Distintos descubrimientos posicionan a los hongos micorrizicos como la forma
ancestral de la asociacién entre plantas y hongos, a partir de la cual, evolucionaron y
se diversificaron los diferentes sistemas simbioticos (Provorov, 2009), hasta estar
presentes en todos los ecosistemas (Dighton, 2003). Hoy en dia, la asociacion planta-
hongo es ubicua y versatil. Ademas de los hongos micorrizicos (Brundrett, 2006), se
encuentran hongos saproétrofos que se alimentan de exudados y de la materia vegetal
muerta; parasitos bidtrofos, necrétrofos y hemibiétrofos, obligados y facultativos, con
distintos grados de fitopatogenicidad (Oliver e Ipcho, 2004). En los ultimos afios, se ha
explorado una gran variedad de hongos, llamados enddfitos, que viven dentro de las
plantas sin que se advierta su presencia; estos hongos, posiblemente representen la
forma de vida simbionte mas remota y cosmopolita (Weifl3 et al., 2011).
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2.3 Hongos endofitos
2.3.1 Definicién

El término endofito fue introducido por De Bary (1866) para describir, de manera
general, a un organismo encontrado dentro de una planta. Sin embargo, este término
ha evolucionado hasta especificar que la forma de infeccién enddfita es asintomatica y
gue puede ser una condicidon que un microorganismo presenta temporalmente (Wilson,
1995; Hyde y Soytong, 2008). Bajo esta connotacion, y para los fines de este trabajo, el
vocablo “enddfito” se define como: “un microorganismo que no ocasiona sintomas
aparentes de enfermedad en los tejidos vegetales dentro de los que habita, al menos
en el momento de su aislamiento”. Sin embargo, se debe precisar que la condicién
enddfita no es indicativa de los efectos de la infeccién sobre la planta hospedera en
términos de costos y beneficios, pues aunque es asintomatica, ocasiona cambios
metabdlicos, fenotipicos y genotipicos en la hospedera que no son observables ni se
pueden determinar a simple vista (Rafigi et al., 2012). Tales efectos estan
condicionados por factores endégenos y exdgenos a los organismos simbiontes, y por
ello, pueden cambiar en practicamente cualquier interaccién planta-hongo (Porras-

Alfaro y Bayman, 2011).

2.3.2 Ubicuidad y Diversidad

Los hongos enddfitos (HE) estan presentes en todos los ambientes naturales,
desde aridos y tropicales hasta templados y articos; en todos los linajes de plantas
(Azevedo y Araujo, 2007; Weil3 et al., 2011) y en todos los 6rganos vegetales (Wearn et
al., 2012). Su diversidad e incidencia se ven afectadas por la edad y el tipo de érgano
vegetal (Wearn et al., 2012), por la ubicacién geogréafica de la hospedera (Arnold y
Lutzoni, 2007), por la interaccion con otros microorganismos simbiontes (Eschen et al.,
2010) y por el tipo de planta (U'Ren et al.,, 2012), entre otros factores. Los HE
comprenden un grupo filogenéticamente diverso, constituido principalmente por
miembros del subreino Dikarya (Phyla: Ascomycota y Basidiomycota) (Guo et al., 2000;
Rodriguez y Redman, 2008), y en menor medida del Phylum Zygomycota (Sette et al.,
2006).

10
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Los HE se dividen en dos categorias que reflejan las diferencias entre formas de
vida fangica: Clavicipitaceae y no Clavicipitaceae. Los hongos Clavicipitaceos (Clase 1)
presentan una limitada biodiversidad y colonizan de forma sistémica algunas
monocotileddéneas (Saikkonen et al., 1998; Clay y Holah, 1999; Clay y Shardl, 2002;
Saikkonen, 2010) y algunas dicotiledéneas de la Familia Convolvulaceae (Panaccione
et al., 2013); en cambio, los hongos no Clavicipitaceos son altamente diversos y
pueden colonizar desde briofitas hasta angiospermas y gimnospermas (Schulz et al.,
1993; Arnold et al., 2003; Sieber, 2007). Los hongos no Clavicipitaceos han sido
subdivididos en tres grupos funcionales de acuerdo a su diversidad, al rango de
hospederos que abarcan, a sus patrones de transmision e infeccién, y a la funcién
ecolégica que desempefian (Rodriguez et al., 2009). Los HE de Clase 2 colonizan
rizomas, raices y tallos de forma extensiva, y son los unicos HE no Clavicipitaceos que
presentan una baja biodiversidad y que se propagan tanto de forma horizontal como
vertical, ademas, brindan beneficios a las plantas, y entre estos beneficios, algunos de
ellos les permiten a las plantas adaptarse a los factores abidticos de estrés de un
hébitat particular. Los enddfitos de Clase 3 son altamente diversos, colonizan la parte
aérea de las plantas de forma horizontal y desarrollan infecciones localizadas; en tanto
gue los HE de Clase 4, que también se transmiten de forma horizontal, colonizan las
raices de las plantas de forma extensiva y todavia se desconoce el grado de diversidad
gue tienen. Tanto los HE de Clase 3, como los de Clase 4, pueden ejercer un efecto
protector en las plantas, pero éste no esté relacionado a las presiones ambientales de
un habitat particular. Dentro de los HE Clase 3, se ubican los endéfitos foliares o
enddfilos (de los vocablos griegos: endo = ‘dentro’, phyllo = ‘hoja’) de las plantas

leflosas, los cuales se caracterizan por ser extremadamente diversos.

2.3.3 Hongos endofitos foliares de plantas lefiosas

Los HE foliares que colonizan plantas lefiosas son en su mayoria generalistas en
cuanto a la seleccién de su planta hospedera, aunque algunas especies parecen afines
a plantas especificas, pues crecen mas rapido cuando se agrega en el medio de cultivo
el extracto foliar de las plantas de las que éstos se aislan con mayor frecuencia (Arnold,
et al., 2003; Arnold y Herre, 2003; Herre et al., 2007).

11
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Los HE se propagan por esporas sexuales y asexuales, y por fragmentos de hifa
gue se producen en hojas senescentes desprendidas de la planta y se transmiten de
forma horizontal hacia los tejidos fotosintéticos de otras plantas por medio de vectores
biol6gicos (Monk y Samuels, 1990; Devarajan y Suryanarayanan, 2006) y fisicos, como
la lluvia y el viento (Herre et al., 2007). Bajo condiciones propicias, algunas esporas
germinan y penetran la cuticula foliar por medio de estructuras especializadas (Stone,
1987) y por liberacion de enzimas degradadotas, o bien, se introducen a las hojas a
través de los estomas y de heridas infringidas por algunos herbivoros (Osono y
Takeda, 1999; Dai et al., 2010) o por ciertas practicas agricolas o forestales (Dighton,
2003). Tras la penetracién, se producen multiples infecciones intra e intercelulares
localizadas, en las cuales la biomasa de los hongos queda limitada (Arnold et al., 2003;
Herre et al., 2007; Arnold y Lutzoni, 2007). Con el tiempo las hojas acumulan nuevas
infecciones (Gallery et al., 2007), produciendo un mosaico en el que un solo fragmento
foliar de 2 mm? puede albergar desde una especie de hongo (Lodge et al., 1996) hasta
decenas de ellas (Herre et al., 2007), y una sola planta puede contener comunidades
fungicas distintas en cada hoja y ser hospedera de cientos de especies (Arnold et al.,
2003; Arnold y Herre, 2003). Sin embargo, la acumulacién de especies no es indefinida.
Conforme la hoja envejece, disminuye la diversidad de especies endodfitas y solo
permanecen algunos hongos dominantes que saturan los tejidos hasta que la hoja se
desprende y muere; es entonces, cuando se presenta la etapa de esporulacion y se

reinicia el ciclo de propagacion (Herre et al., 2007).

Los procesos de germinacion y de penetracién, son altamente influenciados por
las condiciones ambientales. Por ejemplo, Arnold y Herre, (2003) reportaron que
plantas de Theobroma cacao, libres de endéfitos, pueden ser colonizadas casi en su
totalidad por hongos distintos en tan solo dos semanas de exposicién, principalmente si
son colocadas bajo un dosel forestal durante las estaciones humedas. De manera
general, una alta humedad relativa evita la desecacién y maximiza la germinacion de
las esporas de los hongos. En la medida en que se reduce la humedad, también
disminuye la germinacién (Arauz y Sutton, 1989). Otro factor importante en el proceso
de infeccion es la temperatura, que afecta, entre otros procesos, la produccién de

enzimas degradadoras de algunos HE (Dai et al., 2010).

12
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2.3.4 Diversidad funcional y papel ecoldgico

Los HE establecen un continuum de estrategias simbidticas con su planta
hospedera, abarcando desde el mutualismo hasta el parasitismo, pasando por grados
comensales y neutrales (Saikkonen et al., 1998; Schulz et al., 1999), dependiendo del
estado fisiolégico y de desarrollo de la planta (Schulz y Boile, 2005), el genotipo de
ambos organismos y el contexto ambiental (Johnson y Oelmuler, 2009). Para explicar
esta variedad de interacciones, se han desarrollado dos sistemas de referencia. El
primero, conocido como balance resistencia-virulencia, estipula que los endofitos
requieren cierto nivel de virulencia para infectar a sus hospederas, mientras que éstas
tltimas, deben poseer un mecanismo de resistencia que regule la proliferacién de HE.
Ambos mecanismos deben mantener un equilibrio para permitir la entrada del HE, y a
su vez, evitar la aparicion de sintomas de enfermedad (Schulz y Boile, 2005). El
segundo sistema, conocido como de ‘relacion costo-beneficio’, propone que los
sistemas de compensacién (trade offs), inherentes a la planta, son a su vez
condicionados por la presencia de los HE, ya sea de forma directa o debido al contexto
ecolégico de la interaccion, lo que conduce a costos y beneficios condicionados para
ambos organismos en términos de eficacia bioldgica (Faeth, 2002). Estos costos y
beneficios son, por lo general, asimétricos y pueden desestabilizar practicamente
cualquier tipo de interaccion (Saikkonen et al., 2004; Partida-Martinez y Heil, 2011).

Dado que las relaciones entre los HE y sus plantas hospederas son dindmicas y
polifacéticas, las funciones que los enddfitos desempefian en el ecosistema son
igualmente variadas (Saikkonen et al., 1998). Por ejemplo, algunos HE pueden alterar
las tasas de descomposicion de la materia vegetal antes de que las hojas se
desprendan, ya que modifican la calidad de los tejidos vegetales al consumir nutrientes
especificos 0 al manipular el metabolismo de la hospedera, y esta modificacion afecta
el proceso de colonizacion de los hongos descomponedores (Purahong y Hyde, 2011).
Los HE también pueden actuar directamente como saproéfitos cuando las hojas de la
planta hospedera envejecen o son dafiadas por factores externos (Promputtha et al.,
2007). El hecho de que los HE habiten dentro de la planta, favorece que actiien como
colonizadores primarios, pudiendo conformar hasta el 92% de las comunidades

detritivoras en las etapas tempranas del proceso de descomposicion (Osono, 2006).
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Por otro lado, una modificacion en el HE, en la planta hospedera o en el
ambiente, puede desencadenar la fitopatogenicidad del primero. Muchos HE
pertenecen a géneros como Colletotrichum, Guignardia y Phomopsis, que incluyen
también especies fitopatdgenas (Baayen et al., 2002; Hyde y Soytong, 2008), pero
incluso una misma especie de HE puede contener variedades no patdégenas y
patdgenas que soélo se distinguen con métodos moleculares especificos, como sucede
con algunas especies del género Colletotrichum (Rojas et al., 2010), en las que
ademas puede ser posible la transformacion de una forma de vida a la otra por la
mutacion de un solo locus (Freeman y Rodriguez, 1993; Redman et al., 1999). La
profunda relaciéon entre HE y hongos fitopatdgenos ha llevado a pensar que los
primeros proceden de aquellos fitopatdgenos que redujeron su grado de virulencia al
coevolucionar con su planta hospedera, por lo que actualmente solo ocasionan
sintomas de enfermedad cuando la planta se estresa o debilita por factores ajenos al
HE; o bien, cuando infectan exitosamente a una planta que no es su hospedera
habitual (Sieber, 2007).

Ademas de que los HE pueden actuar como saproétrofos y fitopatdégenos, existen
otros HE que actian como comensales sin ocasionar un efecto adverso o benéfico
evidente en sus plantas hospederas (Deckert et al.,, 2001); sin embargo, también
existen HE mutualistas (Rodriguez et al., 2005). Inicialmente, los beneficios aportados
por los HE mutualistas se observaron en gramineas infectadas sistémicamente con
hongos Clavicipitaceos (Saikkonen et al., 1998; Clay y Schardl, 2002). Posteriormente,
se encontré que algunos hongos no Clavicipitaceos, mejoraban la resistencia de sus
hospederas ante algunas condiciones desfavorables, como la sequia (Bae et al., 2009),
el calor extremo (Redman et al., 2001), la alta salinidad en el suelo (Redman et al.,
2002), la herbivoria y las enfermedades (Boyle et al., 2001; Mejia et al, 2008). En
ocasiones, estos efectos responden a una simbiosis adaptativa entre plantas y HE que
les permite crecer de forma conjunta en zonas hostiles; la habilidad de estos endofitos
esta relacionada a las presiones selectivas impuestas por los habitats de los que son
extraidos, y por ello, estos HE son de gran importancia para la permanencia de las
comunidades vegetales en ambientes extremosos (Reedman et al., 2002; Rodriguez et
al., 2004; Rodriguez et al., 2005).
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De manera general, la informacién disponible sobre HE, demuestra que éstos
desempefan un papel determinante en la estructura y sucesion de las comunidades
vegetales, de las microcomunidades de la rizésfera y la filésfera, y en el ensamblaje de
herbivoros y fitopatégenos asociados a las plantas (Rudgers y Clay, 2005). Los efectos
ejercidos por estos HE no se limitan a sus plantas hospederas, o0 a las comunidades
asociadas intimamente, y de forma nutritiva con ellas, sino que escalan a otros niveles
de organizacion tréfica y ecolégica. Por ejemplo, los cambios en la calidad de las hojas
gue algunos HE ocasionan, afectan la transferencia de materia y energia a lo largo de
la cadena alimenticia, desde la planta, hasta los niveles troficos superiores (Omacini,
2010); mientras que los compuestos metabdlicos producidos por otros enddfitos,
afectan directamente el comportamiento de los depredadores naturales de los
herbivoros de sus plantas hospederas (Jani et al., 2010). A nivel ecosistema, la accion
conjunta de muchos HE contribuye al reciclaje de nutrientes, y a su disponibilidad para

los productores primarios (van der Heijden et al., 2008).

Las comunidades de HE se encuentran en constante cambio, y su estructuracion
depende de distintos factores abioticos, como la cantidad de luz y la disponibilidad de
agua (Botella et al., 2010); de factores inherentes a la planta hospedera, como la edad
y quimica de las hojas (Arnold et al., 2003), pero también parece depender de las
interacciones establecidas entre los mismos HE (Hata et al., 2002; Arnold et al., 2003;
Posada y Vega, 2006; Rakotoniriana et al., 2008).

2.4 Interacciones entre hongos

Entre hongos se establecen diversas interacciones cuya naturaleza es dificil de
discernir debido al caracter sedentario, crecimiento indeterminado y plasticidad
fenotipica de estos organismos. Un individuo fungico en estado filamentoso puede
establecer relaciones simultaneas con distintos hongos, desplegar varios mecanismos
de interaccion a la vez, y obtener resultados distintos para cada interaccién (Tuininga,
2005). Un mecanismo es todo aquel atributo fenaotipico, fisioldgico, etc., que determina
el proceso por el cual los hongos interactian, por ejemplo la competencia por basorcién
de carbono, alelopatia, etc., mientras que los resultados de la interaccion, determinan,

en términos de costos y beneficios en relacién a la eficacia bioldgica de los hongos (es
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decir, en su capacidad para sobrevivir, crecer y desarrollar esporas), la consecuencia
parcial o final de cada mecanismo, por ejemplo mutualismo, comensalismo,
antagonismo, etc. (Kennedy, 2010). Aunque los mecanismos de una interaccion
raramente son dilucidados y los resultados no son claros, los patrones morfolégicos y
las caracteristicas del crecimiento de los micelios en interaccion, sugieren el
establecimiento de relaciones benéficas, perjudiciales, neutrales, etc., entre los hongos
involucrados que, sin embargo, pueden variar en tiempo y espacio, y en respuesta a los

cambios medioambientales (Boddy, 2000; Tuininga, 2005).

2.4.1 Interacciones in vitro entre pares de hongos

Las interacciones fungicas son un factor clave para entender la estructura y el
funcionamiento de las comunidades de hongos, dado que determinan en gran medida
la distribucién espacial de las especies, la organizacién de los micelios y los patrones
de colonizacion de los sustratos en los ambientes naturales (Stahl y Christensen, 1992;
Cano y Bago, 2005) y artificiales (Magan y Lacey, 1984). Sin embargo, estas
interacciones son muy complejas y dificiles de estudiar en condiciones naturales, por lo
gue su estudio se puede simplificar colocando dos hongos distintos en los extremos
opuestos de una caja Petri con medio de cultivo. En estos cultivos in vitro entre pares
de hongos, se monitoriza la dinamica del crecimiento del micelio de cada hongo
involucrado y se compara con el observado en otros cultivos (testigos o controles)
donde cada uno crece de forma individual (Dowson y Rayner, 1988; Shearer y Zare-
Mivan, 1988; Barlocher, 1991; Wheeler y Hocking, 1993; Shaw et al., 1995; Klepzig y
Wilkens, 1997; Guzman-Franco et al., 2009; Singh et al., 2009; Schubert y Schwarze,
2011). Para evitar fuentes de variacién entre los cultivos se estandariza el tipo de
sustrato, la temperatura y la incidencia de la luz, entre otros factores. La influencia que
cada hongo ejerce sobre el otro, altera las tasas de crecimiento (Leong et al., 2011) y
los patrones de distribucién de ambos micelios antes, durante y después del contacto
entre colonias (Donnelly y Boddy, 2001), ya que se modifica la produccion enzimatica
(Baldrian, 2006) y de metabolitos secundarios de los hongos (Macias-Rubalcava et al.,
2008), asi como la asignacion de nutrientes a las distintas secciones del micelio
(Donnelly y Boddy, 2001; Lindahl y Olsson, 2004), entre otros factores.

16


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

De acuerdo con Rayner et al. (1994), el comportamiento de los micelios en los
cultivos in vitro podria reflejar una alta probabilidad de encuentros entre los mismos
bajo condiciones naturales, sin embargo, las interpretaciones deben realizarse con
cautela, pues los resultados obtenidos en los cultivos in vitro pueden variar al
compararse con los obtenidos en los sustratos naturales de los hongos (Wheeler y
Hocking, 1993; Holmer y Stenlid, 1993; Boddy, 2000), aun bajo condiciones controladas
(Woods et al., 2005).

Debido a los cambios estructurales de los micelios el resultado de la interaccién
entre hongos se define, en ocasiones, por las caracteristicas morfolégicas de las
colonias fungicas enfrentadas. Aqui se establece un Indice de interaccion o de
dominancia, el cual asigna un valor numérico a cada hongo dependiendo de las
caracteristicas morfolégicas de la interaccion entre ellos, y este valor numeérico,
aumenta conforme un hongo muestra, aparentemente, un mayor dominio sobre el otro
(Shearer et al.,, 1988). En este caso, la caracterizaciéon y clasificacion de las
interacciones es dificil porque los sistemas establecidos por los investigadores utilizan
criterios heterogéneos (Tuinunga, 2005). No obstante, histéricamente se han utilizado
tres caracteristicas principales para clasificar las interacciones entre micelios: (1)
entremezclado de micelios sin efecto adverso aparente, (2) invasidon o reemplazo
parcial o total del micelio, en el que un hongo crece sobre otro y (3) antagonismo mutuo
o restriccion del crecimiento de ambas especies (Porter, 1924; Skidmore y Dickinson,
1976; Shearer y Zare-Maivan, 1988; Stahl y Christensen, 1992; Klepzig y Wilkens,
1997; Boddy, 2000). En otra categoria reportada, el micelio de un hongo inhibe a
distancia a otro, sugiriendo que los metabolitos secundarios liberados por el primero
afectan el crecimiento miceliar del segundo (Macias-Rubalcava et al., 2008).

El analisis del crecimiento y la morfologia de los hongos durante la interaccion
muestra, por lo general, que las relaciones establecidas entre los hongos de una
comunidad son dominadas por la competencia, en tanto que la caracterizacion de las
interacciones revela una jerarquizacion entre las habilidades competitivas de los
hongos que componen las comunidades (Shearer y Zare-Maivan, 1988; Stahl y
Christensen, 1992; Wheeler y Hocking, 1993; Boddy, 2000; Woods et al., 2005).
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La competencia es una de las principales fuerzas de la seleccidon natural que
promueven la innovacion y diversificacion de las formas de vida (Schluter, 1996).
Kennedy (2010) define a la competencia entre hongos, como una disminucién en el
crecimiento del micelio de cada hongo en presencia del otro. Aunque el crecimiento es
una caracteristica fenomenolégica (aparente) mas que mecanicista (que indique los
procesos involucrados), se asume que un mayor crecimiento permitird a un hongo
colonizar una mayor cantidad de sustrato, y por ello, representa una ventaja indudable.
Se distinguen dos tipos de competencia: (1) Competencia por explotacion de recursos y
(2) competencia por interferencia. La competencia por explotacion de recursos o
indirecta, define a la habilidad que éstos tienen para colonizar un sustrato y adquirir sus
nutrientes antes de que lo hagan otros hongos. Los hongos que colonizan primero un
sustrato perjudican indirectamente a otros hongos porque reducen la cantidad de
espacio y nutrientes disponibles, pero no a través de una interaccion directa entre ellos
(Kennedy, 2010). El éxito de un hongo en este tipo de competencia esta determinado
por el tipo de dispersion y la viabilidad de los propagulos, la velocidad de germinacién
de las esporas, la tasa de crecimiento del micelio y la capacidad de aprovechar la
materia organica intacta, entre otros factores (Shaw et al., 1995; Boddy, 2000).

La competencia directa o por interferencia comprende interacciones
antagonistas directas entre los hongos, como consecuencia del inevitable acercamiento
y del contacto entre los micelios durante la colonizacién de un sustrato. En este caso,
los hongos utilizan distintas estrategias competitivas como la liberacion de
aleloquimicos que acttan a distancia, el micoparasitismo y la interferencia hifal, entre
otros (Boddy, 2000; Kennedy, 2010). En este tipo de competencia el tamafio del inéculo
es un factor determinante, pues en condiciones asimétricas los individuos de gran
tamafio obtienen mas recursos y pueden inhibir o suprimir el crecimiento del
competidor de menor tamafio, lo que aumenta sus probabilidades de invadirlo y

desplazarlo (Holmer y Stenlid, 1993).

Otra aproximaciéon tedrica sobre la relacién entre hongos, denomina ‘captura
primaria de recursos’ al establecimiento del micelio de un hongo en un sustrato en
ausencia de competidores, y ‘captura secundaria de recursos’, al establecimiento que

requiere de la invasion y desplazamiento de otros hongos (Boddy, 2000; Davis et al.,
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2010). Bajo este esquema, el combate o la interferencia entre micelios, funciona como
una extension de la captura primaria de recursos que se enlaza a la captura secundaria
de éstos, formando un continuo en el proceso de competencia (Holmer y Stenlid, 1993).
La captura secundaria de recursos se puede separar completamente de la captura
primaria de recursos, si se suprime esta segunda dentro del sistema de evaluacion, es
decir, permitiendo que el primer hongo inoculado ocupe completamente el medio de
cultivo antes de inocular al otro hongo sobre el micelio del primero (Klepzig y Wilkens,
1997). En todo caso, se considera que el avance del micelio sobre un sustrato va
inevitablemente acompafiado por la obtencion de recursos a partir del mismo, por lo
gue algunos investigadores no encuentran correcto diferenciar entre competencia por

explotacion de recursos y por interferencia (Boddy, 2000).

Por otro lado, las interacciones entre hifas individuales determinan en gran
medida, el resultado global de la interaccion entre micelios. Solo a fina escala se
pueden observar las habilidades competitivas de algunos hongos, como los del género
Trichoderma, cuyas hifas enrollan, estrangulan, fragmentan, rompen y penetran las
hifas de otros hongos, o bien, crecen dentro de ellas (Inbar et al., 1996; Howell, 2003;
Quiroz-Sarmiento et al., 2008). De igual forma, la susceptibilidad de ciertos hongos solo
se observa a nivel microscoépico. Por ejemplo, las hifas de algunos hongos en
interaccién con las hifas de otros, presentan coagulacion, vacuolacion u otros tipos de
degradacion citoplasmica que pueden llevar a la lisis celular (Bélanger y Avis, 2004;
Woods et al., 2005). Otras estructuras afectadas son los conidios y las fialides que
pueden deformarse o experimentar lisis en presencia de otros hongos (Quiroz-
Sarmiento et al., 2008). Un tipo particular de interacciéon es la interferencia hifal, en la
gue solo las células de las hifas que tienen contacto con las hifas del oponente resultan
afectadas debido a la liberacion de metabolitos exclusivos del proceso de interaccion,
con accion restringida a un area local (Boddy, 2000). Los hongos también pueden ser
afectados por los metabolitos de otros hongos a nivel hifa (Dennis y Webster, 1971) y
colonia (Singh et al., 2009), sin involucrar un contacto directo. Tanto las interacciones
hifales como de micelio completo son diversas entre los hongos, por lo que se requiere
tanto de la observacion macroscépica como de la microscépica de ambos tipos de

interaccion, para comprender mejor las relaciones establecidas entre ellos.
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2.4.2 Interacciones entre hongos endéfitos

Como se menciond anteriormente, los HE foliares de plantas lefiosas desarrollan
infecciones localizadas que forman comunidades altamente diversas en aparente
coexistencia. La existencia de especies poco frecuentes y dominantes dentro de estas
comunidades (Neubert et al., 2006), asi como los patrones de distribucion que
presentan, sugieren el establecimiento de interacciones entre sus miembros, pues
mientras existe la co-ocurrencia de algunas especies, otras nunca aparecen juntas
(Espinosa-Garcia y Langenheim, 1990; Arnold et al., 2007; Lau et al., 2013).

Las interacciones entre pares de HE pueden ser observadas en cajas Petri con
diferentes medios de cultivo, como se realiza con los hongos descomponedores de
madera (Shearer y Zare-Maivan, 1988; Donnelly y Boddy, 2001), los que habitan en el
suelo (Stahl y Christensen, 1992), los que forman simbiosis con insectos (Klepzig y
Wilkens, 1997) y los hongos xerofilos extremos (Leong et al., 2011), entre otros. Al gual
gque en los estudios mencionados, el crecimiento de los micelios de los HE en
interaccién puede ser desde inhibido hasta estimulado por la influencia del HE
coparticipe en los cultivos in vitro (Espinosa-Garcia et al., 1996), lo que sugiere que
estas distintas relaciones, que aparentan ser desde mutualistas hasta antagonistas,
posiblemente se desarrollan dentro de los tejidos vegetales. Otros estudios demuestran
gue, en ciertos casos, dos HE foliares se distribuyen en distintas secciones de una hoja
cuando pertenecen a géneros distintos (Hata et al., 2002; Rakotoniriana et al., 2008),
pudiéndose reproducir el mismo efecto antagonista entre las mismas cepas en cultivos
in vitro (Rakotoniriana et al., 2008), lo que sugiere que las interacciones entre HE son
muy importantes para el ensamblaje de las comunidades enddfitas fungicas como
sucede en las comunidades de hongos de otros habitats (Singh et al., 2009; Schubert y
Schwarze, 2011). Aunque para el estudio de los HE la intervencion de la planta
hospedera juega un papel fundamental.

Algunos estudios que han caracterizado las interacciones entre HE in vitro, han
estudiado, a su vez, la distribucién de los mismos en su habitat natural, encontrando
una relacion positiva entre la frecuencia de aislamiento de los HE y las capacidades
competitivas de los mismos, es decir, cuanto mas se aisla un HE a partir de las hojas
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de las plantas, por ejemplo de Theobroma cacao, tanto mas competitivo resulta ser

este mismo hongo, en los cultivos de interaccién in vitro (Arnold et al., 2003).

Considerando los mecanismos de competencia de los hongos en general, los HE
podrian influir negativamente en la colonizacion y establecimiento de otras especies de
HE a través de dos mecanismos: (1) interaccién directa hongo-hongo, en la que los HE
compiten por espacio y recursos a través de la interferencia, liberacién de metabolitos
secundarios, etc. (Macias-Rubalcava et al., 2008; Rakotoniriana et al., 2008), y (2)
interaccion indirecta hongo-planta-hongo, en la que los HE inducen el sistema de
defensa de la planta hospedera, la cual responde bloqueando o inhibiendo la entrada
de otros enddfitos (Saikkonen et al., 1998). Sin embargo, tales mecanismos directos e
indirectos de interaccion también podrian beneficiar indirectamente a algunos enddfitos,
por ejemplo, afectando negativamente a sus principales competidores, y por
consiguiente, se podrian formar asociaciones comensales o mutualistas entre los
hongos de una comunidad, no obstante, no se ha generado informacion sobre este
altimo aspecto.

2.4.3 Interaccion entre hongos endéfitos y hongos fitopatdégenos

Como se menciond, los HE pueden intervenir en la relacién que se establece
entre su planta hospedera y otros hongos, incluyendo los fitopatégenos. Esto es de
gran importancia porque tanto los HE como algunos de sus metabolitos purificados,
pueden actuar como inhibidores o estimulantes de los hongos fitopatdgenos, y ser
utilizados para el control biolégico de plantas invasoras a través del aumento de la
virulencia de sus fitopatdogenos naturales (Kurose et al., 2012), o bien, para el control
de hongos fitopatdgenos de plantas de importancia ecoldgica y comercial. En este
ultimo aspecto se ha observado, por ejemplo, que algunos HE de Theobroma cacao
reducen el crecimiento y la incidencia de ciertos hongos o fungoides fitopatégenos,
tanto in vitro como in vivo (Evans et al., 2003; Holmes et al., 2004; Rubini et al., 2005;
Tondje et al., 2006; Aneja et al., 2006; Bailey et al., 2006). Este efecto atenuante sobre
las enfermedades se debe a que los HE pueden inducir la resistencia local o sistémica
de la planta (Bailey et al., 2006), o bien, interactuar directamente con el fitopatdégeno y
excluirlo de los tejidos vegetales (Arnold et al., 2003).
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Aunque los resultados de los cultivos pareados in vitro, donde los HE destruyen
parcial o totalmente a los fitopatbgenos, muestran una aproximacion del efecto que
tendran los HE sobre los fitopatdgenos en las plantas (Arnold et al., 2003; Mejia et al.,
2008), el grado de proteccion de los HE puede variar dentro de los tejidos vegetales
debido al genotipo de la planta, el genotipo del fitopatbgeno, o a la combinacion de
ambos genotipos (fitopatégeno y planta), aunados al genotipo del HE (Raghavendra y
Newcombe, 2013). Lo anterior es principalmente aplicable en los estudios con hongos
biétrofos que no crecen en cultivos artificiales, pues son fitopatdgenos altamente
especializados que solo se desarrollan en los tejidos vivos de las plantas, con la
particularidad de que inducen minimamente el sistema de defensa de las mismas
(Perfect y Green, 2001; Ellis et al., 2009). Entre los hongos bi6trofos, se encuentran los
causantes de la enfermedad de ‘la roya’ que comprenden al menos 7000 especies que
infectan diversas plantas de importancia comercial (Aime, 2006), entre estos hongos,

Hemileia vastatrix Berk & Broome, es el causante de ‘la roya’ en las plantas de café.

2.5 Hemileia vastatrix Berk & Broome, hongo causante de la roya del café
2.5.1 Biologia

El basidiomiceto, Hemileia vastatrix, es un parasito foliar del Orden Pucciniales
(Hibbett et al., 2007) (también conocidos como Uredinales), cuyos estadios desarrollan
esporas que alternan entre condiciones monocariéticas y dicarioticas (Kolmer et al.,
2009). Este fitopatdbgeno penetra por los estomas del envés de las hojas y genera
lesiones cloroticas que posteriormente se vuelven puastulas con gran cantidad de
esporas denominadas urediniosporas (urediosporas o uredosporas, esporas asexuales
dicaridticas) de color amarillo-naranja (Silva et al., 1999). Con el tiempo el area foliar
infectada por estas urediniosporas, sufre necrosis y las hojas se desprenden
prematuramente, debilitando paulatinamente a las plantas (Agrios, 2005).

El ciclo de vida de H. vastatrix es mayoritariamente asexual, pues es sostenido
por una produccién continua de urediniosporas que funcionan como estructuras de
propagacion, infecciébn y sobrevivencia. Ocasionalmente, también produce esporas
sexuales llamadas teliosporas, las cuales mediante un proceso meidtico dan origen a

un fragmobasidio que forma células monocaridticas llamadas meiosporas o
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basidiosporas. Sin embargo, no se ha demostrado que las basidiosporas infecten a las
hojas del cafeto, ni tampoco, se ha encontrado un hospedero alternativo para estas
basidiosporas (Fernandes et al., 2009) por lo que hasta ahora, se considera que la roya
completa su ciclo de vida dentro de un mismo hospedero (autoica o autecia).

2.5.2 Fases de infecciéon

El proceso infeccioso asexual de todos los Pucciniales inicia con la adhesion de
las urediniosporas a la superficie de las hojas. En el hongo, Uromyces viciae-fabae,
esta adhesion es mediada por enzimas como la esterasa y la cutinasa, que se liberan
desde la superficie de las urediniosporas cuando éstas Ultimas hacen contacto con la
humedad de la superficie de la hoja (Deising et al.,, 1992). A partir de cada
urediniospora adherida, emergen uno 0 mas tubos germinativos que llegan a los
estomas dirigidos por respuestas tigmotropicas, es decir, por la deteccién a través del
tacto de las caracteristicas topograficas de las hojas (Terhune et al., 1991) (Fig. 2).

-

_\[1

Fig. 2. Estructuras y fases de infeccion de Hemileia vastatrix. lzquierda, esquema simplificado:
urediniospora (U), tubo germinativo (T), apresorio (Ap), células oclusivas del estoma (O), células
subsidiarias (S), células adyacentes (A) hifa de infeccion (Hi), célula madre haustorial primaria (Cmhp),
haustorio primario (HP), hifa en forma de ancla (An), célula madre haustorial secundaria (Cmhs),
haustorio secundario (HS). Células de la epidermis (E) y células de mesdfilo (M). Tomado y modificado
de Ramiro et al. (2009). Derecha, imagen microscopica: hifa en el espacio intercelular (H), célula del
mesodfilo (m), células oclusivas de los estomas (st) y epidermis baja (le). Tomada de Silva et al. (1999).

Cada tubo germinativo genera una estructura diferenciada llamada apresorio,
cuya formacion es inducida por sefiales quimicas y fisicas como cambios en el pH y en

la temperatura. La presion de turgencia del apresorio, aun siendo muy baja, deforma
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las células oclusivas (células guarda) de los estomas permitiendo la entrada del hongo
(Terhune et al., 1993) (Fig. 2). A partir del apresorio se desarrolla la hifa de infeccion, la
cual regula la secrecién de enzimas que degradan la pared celular vegetal para la
penetracion y avance del hongo (Freytag y Mendgen, 1991; Rauscher et al., 1995).

A diferencia de otras royas, la hifa de infeccion de H. vastatrix puede penetrar las
células de la epidermis antes de llegar al mesofilo, ya que puede diferenciarse en una
célula madre haustorial primaria que atraviesa la pared celular de las células
estomaticas y generar en ellas, a los haustorios primarios, mientras la hifa de infeccion
sigue avanzando. Cuando la hifa de infeccion llega al mesofilo, se diferencia en una
estructura en forma de ancla que genera y da soporte a las células madre haustoriales
secundarias, las que a su vez originan a los haustorios secundarios dentro de las
células del parénquima esponjoso del mesdfilo de la hoja (Ramiro et al., 2009) (Fig. 2).

Fig. 3. Haustorio de Hemileia vastatrix. lzquierda, esquema simplificado del haustorio: célula madre
haustorial (Cmh), haustorio (H), membrana haustorial (MH), membrana extrahaustorial (MEH), nutrientes
(N) y efectores (E), interface biotréfica (IB), fragmento adaptado de Rafigi et al. (2012). Derecha,
microfotografia del cuello del haustorio de H. vastatrix (hn) rodeado por la membrana extrahaustorial (hm)
cercana al reticulo endoplasmico (er), tomado de Silva et al. (1999).

El haustorio, proporciona un contacto mas intimo con la célula hospedera, ya
gue el citoplasma del haustorio del hongo fitopatdgeno solo estd separado del
citoplasma de la célula vegetal por la membrana haustorial, la matriz o interfase
biotréfica y la membrana extra-haustorial (Fig. 3). Por esto, los haustorios son
estructuras especializadas de gran importancia para la sefializacion entre el parasito y
la planta hospedera, asi como para la absorcién de nutrientes desde la hospedera

hacia el parasito (Voegele et al., 2009; Rafiqi et al., 2012).
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2.6 Importancia econdmica de laroya del café

La roya del café, ocasionada por H. vastatrix, es la enfermedad mas dafiina para
los cafetos y tiene gran importancia econémica a nivel mundial. A partir de su aparicion
en 1861, en el noroeste del continente africano, de donde probablemente es originaria,
se disemind a otras areas de este continente, avanzo por Asia y en 1970 llegd a Brasil,
iniciando su propagacion por el continente americano. Actualmente existen al menos 45
variedades de esta roya, y la mayor parte de los paises productores de café albergan al
menos una variedad de roya en sus cultivos (Varzea y Marques, 2005).

Aungue en América Latina la roya del café ha ocasionado pérdidas que van del
10 al 40% de la produccion (Cristancho et al., 2012), en México desde la primera
infeccion localizada en 1981, no se habia convertido en un problema importante para el
cultivo, sin embargo, en los ultimos meses del afio 2013, se ha reportado un aumento
en la incidencia de este fitopatdgeno en el estado de Chiapas, en la zona de la frontera
con Guatemala (SAGARPA, 2013). El repentino aumento de la virulencia de H.
vastatrix tras un periodo de aparente avirulencia, no es un fenémeno aislado, pues ya
ha ocurrido en algunas zonas cafetaleras colombianas ocasionando pérdidas graves en
la produccion de ese pais. La virulencia inusual de H. vastatrix no responde al origen
de una nueva variedad de hongo sino a practicas agronémicas inadecuadas y al
descuido o abandono de los cultivos (Cristancho et al., 2012). Dado que este tipo de
roya esta presente en el 10% de la superficie cultivada en el territorio nacional (70 mil
hectareas) (SAGARPA, 2013), es importante evitar su proliferacion en México.

2.7 Importancia econdmica del cultivo del café en México

El género Coffea comprende alrededor de 100 especies de plantas, pero en la
industria comercial las dos especies mas importantes son C. canephora, y C. arabica
gue representan aproximadamente el 70% de la produccién mundial del cultivo. En
1796, el café se introdujo en México como cultivo en los estados de: Veracruz, Morelos,
Michoacdn y Oaxaca (SAGARPA, 2010). Desde entonces, la produccidén de café se
volvié clave para la economia nacional, y hasta el afio 2001, México ocupaba el 5°
lugar a nivel mundial, no obstante, en el afio 2011 descendié de esta posicion hasta
colocarse como el décimo productor mundial (FAO, 2011), mientras que como
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exportador, ocupa el octavo lugar, con el 3% del volumen de exportaciones mundiales
(AMECAFE, 2012). Sin embargo, hasta el afio 2010, México era el pais con mayor
produccién de café organico en el mundo (SAGARPA, 2010), aunque ahora comparte
esta primacia con Perd (AMECAFE, 2012). Actualmente existen 15 estados mexicanos
productores de café, entre ellos Veracruz que ocupa el tercer lugar después de
Chiapas y Oaxaca. El 97% de la produccién mexicana se obtiene de la especie Coffea
arabica, siendo las variedades Typica, Caturra y Bourbdén, las mas cultivadas
(AMECAFE, 2012).

2.8 Antecedentes. Los hongos endoéfitos del café

En el género Coffea, particularmente en la especie Coffea arabica, habitan
diversas especies de HE foliares cuyas comunidades pueden variar entre sitios de
muestreo, entre individuos y dentro de las hojas de un mismo individuo (Santamaria y
Bayman, 2005; Vega et al., 2009). En un estudio realizado con los HE foliares
obtenidos a partir de cafetos de distintas plantaciones de Puerto Rico, se evalué la
posible relacion entre pares de hongos enddfitos, comparando la proporcién de hojas
infectadas por cada uno de los dos HE con la proporcion de hojas infectadas por
ambos HE. Se encontré6 que la presencia de una especie de HE esta altamente
determinada por la presencia/ausencia de otras especies, lo que indica la existencia de
efectos competitivos o antagOnicos ejercidos entre especies, o bien, de efectos
mutualistas que permiten una asociacion favorable entre ciertas especies de HE
(Santamaria y Bayman, 2005). En otro estudio se evalué la diversidad y distribucién de
los HE foliares de distintas especies de Coffea en plantaciones de Colombia, Hawali'l,
México y Puerto Rico. En todos los sitios, se encontraron muchas especies de HE que
solo se aislaron a partir de un segmento de hoja (llamadas singletons en inglés),
mientras que pocas especies fueron muy frecuentes o medianamente frecuentes (Vega
et al., 2009). Aunque la diversidad de frecuencias y la dominancia de ciertas especies
son caracteristicas tipicas de las comunidades de otros organismos, y pueden ser el
resultado de multiples factores, las distintas frecuencias de aislamiento observadas
entre los HE, podrian deberse a las diferencias en la sensibilidad y posible afinidad de

los mismos hacia los compuestos que contienen las hojas de café, como fue
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observado, aunque no de manera concluyente, para las comunidades de HE de la

planta del cacao (Theobroma cacao) en cultivos in vitro (Arnold et al., 2003).

En el Laboratorio de Alelopatia del Instituto de Ecologia de la UNAM, se estudian
las comunidades de HE foliares de C. arabica de algunos cafetales del centro del
estado de Veracruz con diferentes estrategias de manejo (Saucedo-Garcia et al., en
preparacion). De los cafetales considerados en este estudio, un cafetal ristico llamado
‘El Mirador’ y ubicado en Huatusco, Ver., present6 la mayor diversidad de HE foliares.
Un cafetal rustico es aquel que tiene distintas especies de arboles nativos del lugar
para dar sombra a los cafetos, ademas de algunas especies selectas (en el caso de ‘El
Mirador’, principalmente leguminosas arbéreas del género Inga). En el trabajo de
Saucedo-Garcia et al. (en preparacién) se aislaron tanto HE muy frecuentes, como
poco y medianamente frecuentes, a partir de las hojas de los cafetos de ‘El Mirador’,
por lo que se pensd que algunos de estos HE podian tener mayor afinidad o
sensibilidad hacia el cafeto que otros, o bien, que podian existir distintas interacciones
entre ellos, las cuales podrian explicar estos patrones de frecuencia, como han
sugerido algunos estudios realizados con los HE de otras plantas (Hata et al., 2002;
Rakotoniriana et al., 2008).

Arnold et al. (2003) por ejemplo, encontraron que la frecuencia de aislamiento de
algunos HE a partir de las hojas de las plantas hospederas esta relacionada
positivamente con las capacidades competitivas de los mismos observadas in vitro,
principalmente cuando se agrega extracto foliar de la hospedera al medio de cultivo
donde interaccionan los HE; esto sugiere que los HE que mas colonizan las hojas son
los que poseen una alta capacidad competitiva y que las interacciones entre estos HE
cambian con la quimica foliar de la planta hospedera.

Por esta razon, en el presente trabajo se evalud tanto el crecimiento individual
como la capacidad competitiva de nueve HE que crecieron en medios de cultivo con y
sin extracto de hojas de café, con la hipétesis de que el crecimiento de los hongos y las
interacciones entre los mismos se modificarian por el extracto de las hojas, y que la
capacidad competitiva de los hongos determinaria, en gran medida, la frecuencia de
éstos dentro de las hojas de los cafetos de ‘El Mirador’.
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Asimismo, se realizaron dos bioensayos de interaccibn complementarios. En el
primero se evalud la capacidad de un HE para colonizar un sustrato previamente
ocupado por otro HE, con con la hipétesis de que la capacidad competitiva de los HE
podria cambiar en este tipo de interaccion; en el segundo, se evalu6 el efecto que los
metabolitos liberados al medio de cultivo por HE podian ejercer sobre otro hongo, sin
involucrar una interaccion directa entre ellos, con la hip6tesis de que el potencial
alelopatico, al igual que la capacidad competitiva, podia estar involucrado en la
frecuencia de los HE dentro de las hojas de los cafetos de ‘El Mirador.

Ademas, se evalud la capacidad de cada HE para colonizar las hojas de C.
arabica, sin la presencia de otros hongos competidores, pues existia la posibilidad de
gue las diferentes frecuencias de los HE, observadas en las hojas de los cafetos de ‘El
Mirador’, podria deberse a que cada hongo tarda un tiempo diferente en establecerse
como endofito, y a que cada HE ocupa una proporcion diferente del tejido vegetal.

Como los HE ademas de interactuar entre si, lo hacen con otros tipos de hongos
como los fitopatégenos, a los cuales pueden llegar a excluir de los tejidos vegetales
(Arnold et al., 2003), se propuso explorar el posible papel ecoldogico de algunos HE
foliares, representativos de C. arabica, como mutualistas defensivos contra Hemileia
vastatrix, un hongo fitopatdégeno foliar que ocasiona la enfermedad de ‘la roya del café’
(Kolmer et al., 2009).

Varios estudios han demostrado que H. vastatrix puede ser parasitado por otros
hongos tanto in vitro como in vivo (Eskes et al., 1991; Canjura-Saravia et al., 2002;
Mahfud et al., 2006), y que algunos de estos hongos se pueden establecer como
enddfitos (Rolz, et al., 2013); asimismo, se sabe que al menos algunas especies de
bacterias enddfitas de C. arabica como Bacillus lentimorbus y Bacillus cereus, inhiben
la germinacién de las urediniosporas de este fitopatégeno (Shiomi et al., 2006), por lo
gue es probable que los HE mas frecuentes en hojas de C. arabica y con mayor

capacidad competitiva puedan alterar la incidencia y el dafio ocasionado por la roya.

Con base en lo anteriormente expuesto y debido a la importancia de las
relaciones entre los HE y a su significativa influencia sobre las plantas y sobre otros

microorganismos asociados con ellas, se formularon las siguientes:
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. HIPOTESIS

(1) Debido a que la estimulacion del crecimiento ocasionado por la adicion del extracto
de la planta hospedante al medio de cultivo sugiere afinidad hacia ella en algunas
especies de HE foliares, se espera que los de C. arabica y en especial, las especies
mas frecuentemente aisladas, modifiquen positivamente la tasa de su crecimiento en el

medio con el extracto de la planta, indicando asi un mayor grado de afinidad hacia ella.

(2) Si las interacciones entre miembros de la comunidad de hongos enddfitos foliares
de C. arabica son similares a las observadas en las comunidades de hongos de otros
habitats, entonces, se espera observar interacciones desde mutualistas hasta
antagonistas entre las especies seleccionadas, las cuales probablemente se
modificaran entre los medios de cultivo con y sin extracto de hojas de café. Ademas, la
capacidad competitiva de los hongos enddfitos, estara relacionada directamente con su
frecuencia de aislamiento a partir de las hojas de los cafetos de ‘El Mirador’.

(3) Debido a que algunos estudios han mostrado que la frecuencia de aislamiento esta
relacionada a la capacidad de colonizar hojas libres de hongos enddfitos, o a su
capacidad competitiva, entonces los hongos endéfitos seleccionados por su mayor
frecuencia en las hojas de C. arabica de ‘El Mirador’, tendran una mayor capacidad

para colonizar a las hojas de esta planta, o bien, una mayor capacidad competitiva.

(4) Como ciertos hongos endofitos liberan metabolitos antifingicos o compiten contra
algunos hongos fitopatdgenos a través de la interaccion directa en las plantas lefiosas,
algunos HE de C. arabica reduciran la germinacion de las urediniosporas y la incidencia

del hongo fitopatdgeno foliar Hemileia vastatrix.

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el crecimiento de algunos hongos endofitos foliares representativos de C.
arabica y determinar los diferentes tipos de interacciones entre ellos en cultivos in vitro
con y sin extracto de hojas de C. arabica, evaluando a la vez, su capacidad de
colonizacion en hojas de plantas de café y el efecto que ejercen en la viabilidad e
incidencia del fitopatdgeno foliar Hemileia vastatrix.
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4.1 Objetivos especificos

1.

Seleccién de hongos endoéfitos dependiendo de su frecuencia de aislamiento a partir
de hojas de C. arabica provenientes de un cafetal rustico ubicado en Huatusco,

Veracruz, aislados y determinados taxonOmicamente en un estudio previo.

. Realizacion de bioensayos para determinar las caracteristicas del crecimiento de los

hongos enddfitos seleccionados, tanto en medio nutritivo adicionado con extracto de
hojas de café, como libre de éste extracto.

. Realizacién de bioensayos de interaccion in vitro entre pares de hongos endéfitos

seleccionados, tanto en medio nutritivo adicionado con extracto de hojas de café,
como libre de éste extracto.

. Realizacién de bioensayos in vitro, de captura secundaria de recursos entre pares de

hongos endofitos, para identificar aquellos con capacidad de colonizar el sustrato
previamente ocupado por otro hongo, y aquellos con capacidad de impedir la

invasion por parte de otro hongo al sustrato ocupado previamente por ellos.

. Realizacién de bioensayos de crecimiento de los HE seleccionados, agregando al

medio de cultivo el filtrado del medio de cultivo de los demés HE, y observar y medir
el potencial alelopatico del filtrado de cada hongo sobre los demas, sin considerar el
efecto de la interaccion directa entre los HE.

Realizacion de bioensayos de colonizacion de los HE seleccionados sobre hojas no
colonizadas, tanto desprendidas como unidas a los cafetos, para determinar la
capacidad de colonizacion de los hongos enddfitos.

. Realizacién de bioensayos de germinacién de urediniosporas de H. vastatrix en

presencia de los hongos endéfitos seleccionados, con el fin de detectar aquellos que
reduzcan la viabilidad de las urediniosporas de este hongo causante de la roya.

Realizacion de bioensayos de interaccion de cada hongo enddfito seleccionado vs H.
vastatrix en hojas desprendidas de las plantas de café para detectar los endofitos

gue disminuyan la incidencia de la roya.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Seleccion de los hongos endéfitos y obtencion de otros materiales biol6gicos

Los hongos endoéfitos (HE) utilizados en el presente estudio, se aislaron
previamente de hojas aparentemente sanas (sin sintomas de enfermedad) de cafetos
cultivados en el cafetal rustico ‘El Mirador’, ubicado en Huatusco, Veracruz. Este cafetal
se escogid porque presentd la mayor diversidad de HE foliares en un estudio previo en
el que ademas se aislaron y determinaron taxonGmicamente los HE de otros cafetales
con distintas formas de manejo (Saucedo-Garcia et al., en preparacion). Para aislar a
los HE en dicho estudio, se seleccionaron 10 cafetos de cada cafetal y de cada uno de
ellos se seleccionaron 2 ramas de la parte media orientadas al norte. Posteriormente,
de cada rama se seleccion6 1 hoja en la parte media de ésta. Las hojas seleccionadas
fueron lavadas y esterilizadas superficialmente con la metodologia de Gamboa y
Bayman (2001); de cada hoja esterilizada se cortaron 6 segmentos de 2 mm de
diametro bajo condiciones estériles: 2 segmentos del apice, 2 de la parte media y dos
del area de la hoja cercana al peciolo. Cada segmento fue colocado en una caja Petri
de 5 cm de didmetro con Agar-Avena + cloranfenicol (50 mg/L). De esta forma se
obtuvieron para cada cafetal un total de 20 hojas y se sembraron 120 segmentos. La
frecuencia de cada HE obtenida en dicho estudio se calculé por medio de la siguiente

formula:

Numero de segmentos con HE
Numero total de segmentos

Frecuencia de aislamiento =

A partir de estos resultados, se seleccionaron tres HE foliares frecuentes, tres HE
moderadamente frecuentes y tres HE poco frecuentes en C. arabica, los cuales se
enlistan en la Tabla 1. Con estos aislados de HE se realiz6 el presente trabajo.

En el estudio de Saucedo-Garcia et al. (en preparacion), Colletotrichum
gloeosporioides grupo 1 (Gpo. 1) y Colletotrichum gloeosporioides grupo 2 (Gpo. 2), se
diferenciaron por el tamafio y forma de sus esporas, en tanto que Glomerella cingulata,
se determinoé a partir de micelio en estado sexual, mientras que su micelio asexual no

se encontrd en dicho estudio.
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Los HE seleccionados para el presente estudio, del mismo género o de la misma
especie se clasificaron en grupos, para precisar que pertenecen a organismos distintos
y que, sin embargo, aun no se ha completado su clasificacion.

Tabla 1. Hongos endofitos seleccionados por su frecuencia de aislamiento a
partir de hojas sanas de C. arabica

Nombre Frecuencia

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. 1884, grupo 1 0.21 (alta)
Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk, in Schrenk &  0.15 (alta)
Spaulding (1903).

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. 1884, grupo 2 0.13 (alta)

Xylaria grupo 2 0.08 (moderada)
Xylaria grupo 1 0.06 (moderada)
Cryptosporiopsis sp. 0.04 (moderada)
Cryptosporiopsis corticola (Edgerton) Nannf. 1932. 0.03 (baja)
Paecilomyces sp. 0.03 (baja)
Xylaria grupo 3 0.01 (baja)

Con objeto de colectar frutos de café (cerezas), hojas sanas (sin sintomas de
enfermedad) y hojas con sintomas de roya, se realizaron posteriormente diversas
visitas al cafetal ‘El Mirador’. Se escogieron dos zonas del cafetal para hacer la colecta,
una denominada ‘Las Araucarias’, donde domina la variedad Typica de Coffea arabica,
y la otra, ‘Los Pinos’, donde domina la variedad Bourbon. Las hojas sanas se colectaron
de cafetos elegidos al azar en ambas zonas, en cambio, los frutos maduros y las hojas
enfermas se colectaron de los pocos individuos que las presentaban. Las hojas sanas y
las cerezas se desprendieron de las ramas plagiotrépicas de la parte media de los
cafetos, y las hojas enfermas de las diferentes partes de las plantas. Todo el material
vegetal se guardo6 en bolsas de papel que se colocaron dentro de bolsas de polietileno.
Solamente las hojas, tanto sanas como enfermas (con sintomas de roya), se

conservaron en una hielera portatil hasta su procesamiento.

5.2 Bioensayo de crecimiento de los hongos endoéfitos

En un bioensayo preliminar, se evalué el crecimiento de siete HE (tres
frecuentes, y 3 moderadamente frecuentes y 1 poco frecuente) en cuatro medios de
cultivo bajo condiciones estériles: (1) papa-dextrosa-agar (PDA = 200 g de papa natural
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+ 20 g de dextrosa J.T.Baker® + 15 g de agar Bioxon® + 1000 mL de agua destilada,
Ulloa y Hanlin, 1978); (2) PDA + extracto de hojas de café al 2% (PDA+EC); (3) agar -
agua destilada estéril (15 g/L) + EC (ADE+EC); y (4) avena-agar + EC (AA+EC, AA =20
g de avena Quaker® + 30 g de agar + 1000 mL de agua destilada, Ulloa y Hanlin, 1978)
(ANEXO 1). Para elaborar el extracto de hojas de café agregado a los medios 2, 3y 4,
se utilizaron las hojas sanas de C. arabica colectadas en ‘El Mirador’, las cuales se
molieron en una licuadora durante 4 minutos, con agua destilada estéril (ADE) a una
concentracion del 10% (peso/volumen). El licuado se filtr6 sobre 12 capas de gasa y la
suspension resultante se agregd a los cuatro medios de cultivo mencionados, en una
relacion 2/8 (volumen de la suspension de hojas/volumen del medio de cultivo) (Arnold
y Herre, 2003), y se mezcl6 con un agitador magnético. Utilizando un potenciémetro (pH
210 Microprocessor pH Meter, HANNA Instruments), se ajustd el pH de los medios de
cultivo al valor registrado para estos medios sin extracto de hojas de café (pH= 6.18-
6.20), afadiendo KOH. Los medios ajustados se esterilizaron en la autoclave por 25
min., y se vaciaron en cajas Petri. A partir de este primer bioensayo se seleccioné el
medio de cultivo PDA+EC para realizar otro bioensayo de crecimiento, porque estimulé
el crecimiento de los HE (ANEXO 1), y como testigo (control) se utilizé solamente PDA.

El bioensayo de crecimiento de los HE se realiz6 con dos finalidades: (1) analizar
el crecimiento de cada HE con y sin la presencia del extracto de hojas de café y (2)
establecer el orden de inoculacion, segun la tasa de crecimiento, para los bioensayos
de interaccion entre los HE. En este segundo bioensayo, se evalud el crecimiento de los
nueve HE seleccionados, ya que se afadieron dos HE con baja frecuencia de
aislamiento (Xylaria Gpo. 3 y Paecilomyces sp.) con el fin de representar la diversidad
de frecuencias de la comunidad de HE. Se utiliz6 el medio de cultivo con el que se
obtuvieron los mayores crecimientos miceliares en el bioensayo prelimiar: PDA+EC y su
contraparte sin extracto de hojas de café, PDA. En este bioensayo, se coloco un indculo
de 4 mm de diametro de cada HE, proveniente del borde del micelio del
correspondiente cultivo en PDA de 8 dias de edad, en el centro de cada caja Petri. Las
cajas se sellaron con una pelicula de polietileno y se mantuvieron a 25 + 2°C. Las
observaciones se realizaron diariamente, marcandose cada vez, el perimetro del

micelio del HE en la parte posterior de la caja con un plumén indeleble. Después de 15
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dias, se escanearon las partes posteriores de las cajas Petri, y cada area de
crecimiento marcada se midié con el programa ImageJ (Rasband, 1997-2008). Las
curvas de crecimiento obtenidas al graficar el crecimiento de los HE contra el tiempo de
medicion, se ajustaron utilizando el programa DMFit (©2013 del consorcio ComBase,

http://modelling.combase.cc/DMFit.aspx) que emplea el modelo primario de Baranyi y

Roberts (1994) para determinar los siguientes parametros de la cinética del crecimiento
bacteriano: valor inicial, tiempo de latencia, tasa maxima especifica de crecimiento y
valor final del crecimiento. EI modelo de Baranyi y Roberts (1994) se emplea también
para evaluar el crecimiento de hongos (Valik et al., 1999; Meletiadis et al., 2001; Catrrillo
et al., 2007; Astoreca et al., 2012), utilizando los radios y diametros de las colonias en
crecimiento (Gibson y Hocking, 1997). En el presente trabajo se utilizaron las areas de
crecimiento de los HE y se aplico el modelo que omite la asintota superior porque
algunos HE no alcanzaron a cubrir el medio de cultivo en las cajas Petri (Marin et al.,
2008). Los parametros de crecimiento analizados fueron dos: (1) el tiempo de latencia
(TL) y (2) la tasa maxima especifica de crecimiento aqui nombrada ‘tasa de crecimiento’
(TC), mismos que el programa produjo (ANEXO II).

Los parametros de crecimiento de todos los HE, de acuerdo al medio de cultivo,
se analizaron con un analisis de varianza de una via (ANOVA) (0=0.05), y las medias
de los mismos, se compararon con una prueba de Tukey HSD, para determinar si
existian diferencias significativas entre el crecimiento de los nueve HE. Los datos de los
parametros que no cumplieron con los supuestos del ANOVA, fueron transformados
antes de realizar dicha prueba: los datos de TL en PDA y los de TC en PDA+EC se
dividieron entre la unidad (x/1) y los TL en PDA+EC se elevaron al cuadrado (x?).
Asimismo, se compararon los parametros de crecimiento que cada HE tuvo en
PDA+EC, con su respectivo testigo (PDA) por medio de una prueba t de Student para
datos independientes. Aqui es necesario mencionar que aunque la prueba t de Student
se utiliza para comparar dos muestras pequefias, el nimero de réplicas utilizadas fue
de 3 cajas Petri; sin embargo, fue necesario utilizar dicha prueba, debido a que no fue
posible realizar un ANOVA combinando crecimientos en PDA y PDA+EC ya que no se
cumplieron los supuestos de normalidad, y a que la prueba de Kruskal-Wallis no

mostraba diferencias significativas cuando un mismo HE crecié en PDA 'y en PDA+EC.
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Con los pardmetros de crecimiento obtenidos con ambos medios de cultivo se
obtuvo el grado de sensibilidad y posible afinidad de cada HE hacia el extracto de hojas
de café, expresado en porcentaje:

P —

sensibilidad —

((Parémetrode crecimiento en PDA+ EC) — Parametrode crecimiento en PDA

p — x100
Parametro de crecimiento en PDA

Finalmente, se realiz6 un analisis de correlacion de Spearman para determinar si
existia una relacién entre la frecuencia de aislamiento y el promedio del grado de
sensibilidad y posible afinidad de los HE; y entre la frecuencia de aislamiento, y el
promedio de los parametros de crecimiento de los HE en PDA y PDA+EC. En todas las

pruebas estadisticas se utilizé el software STATISTICA version 10.

5.3 Bioensayos de interaccién in vitro entre los hongos endofitos
5.3.1 Interaccion entre los hongos endofitos por captura primaria de recursos

En los bioensayos in vitro, se hicieron cultivos pareados en los que cada HE fue
inoculado frente a cada uno de los demas, en cajas Petri con PDA o con PDA+EC. En
todos los casos, los in6culos sembrados se tomaron del borde de los micelios de cada
HE, de 8 dias de edad, de los respectivos medios de cultivo. Las interacciones
resultantes se examinaron micro y macroscopicamente para ser caracterizadas de
acuerdo a los atributos morfolégicos de los HE. En la revision macroscopica se

consideraron también algunas caracteristicas cuantitativas del crecimiento del micelio.

5.3.1.1 Evaluacién microscopica de las interacciones

Para observar a detalle las interacciones entre las hifas y los micelios de los HE
confrontados, se utilizaron dos técnicas de microcultivo en cajas Petri bajo condiciones
estériles. En la primera, se cortaron dos segmentos de PDA o PDA+EC de
aproximadamente 1.5 x 1.5 x 2-3 cm (largo/ancho/espesor), y se colocaron sobre un
mismo portaobjetos con una separacion de 2 cm. En la segunda técnica, se sumergio
un portaobjetos en el medio de cultivo para obtener una capa delgada del medio de

cultivo correspondiente sobre éste (Stahl y Christensen, 1992).
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Cada portaobjetos, ya sea con los dos segmentos o con la capa de medio de
cultivo, se colocé sobre un triangulo de vidrio dentro de una caja Petri con papel filtro
humedecido con 5 mL de agua destilada estéril (ADE) (Fig. 4). Tanto cada segmento
como cada capa de medio de cultivo de los portaobjetos, se inocul6é con fragmentos de
micelio de dos HE diferentes, en extremos opuestos, completando todas las
combinaciones entre pares de HE. A uno de los dos segmentos de agar colocados en
los portaobjetos, se le coloc6 un cubreobjetos, con el fin de promover en este ultimo
segmento, el desarrollo de micelio sumergido por parte de los HE y evitar el desarrollo

de micelio aéreo, mientras que el otro segmento permanecié descubierto.

851 8- S-E

Fig. 4. Técnicas de microcultivo por segmentos o por inmersion en el medio de cultivo.

Los microcultivos se revisaron diariamente y en el momento en que se observo
una interaccion entre los dos HE, se extrajo el portaobjetos para ser observado en el
microscopio (Zeiss, Modelo Axioskop 40). El cubreobjetos de cada portaobjetos se
separ0 para agregar una gota de agua, o de azul de algoddén al 0.5%. Se registraron y
fotografiaron (programa AxioVision Rel. 4.6) las diferentes respuestas de las hifas de
los HE durante la interaccion, o bien, de los micelos cuando las hifas estaban
demasiado aglomeradas; las respuestas se dividieron en 5 categorias cualitativas: (1)
ofensivas, (2) defensivas (3) indeterminadas, (4) de inhibicion y (5) de evasion, con
base en las respuestas de las hifas y los micelios reportadas en diversos estudios de
interaccion (Dennis y Webster, 1971; Boddy, 2000; Infante et al., 2009; Leong et al.,
2011); aquellas interacciones que producian respuestas no reportadas en la literatura
cientifica, se incluyeron en la categoria de indeterminadas, y las interacciones en las
que las hifas de ambos hongos cambiaban de direccion antes de hacer contacto, sin

mostrar una respuesta negativa aparente, se colocaron en la categoria de evasion.
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5.3.1.2 Evaluacién macroscopica de las interacciones

Este bioensayo de interaccion entre pares de HE, se realizd en cajas Petri tanto
con PDA como con PDA+EC, utilizando inéculos de 4 mm de diametro de dos HE
distintos, que provenian del borde de los micelios de cultivos de 8 dias de edad, en los
correspondientes medios. Los inOGculos se colocaron en los extremos opuestos de una
caja Petri (Stahl y Christensen, 1992). Simultaneamente, se cultivd a los HE de forma
individual como crecimiento testigo, de dos maneras distintas: (1) colocando un in6culo
en el centro de una caja Petri (testigo central) y (2) colocando un in6culo en uno de los
extremos de otra caja Petri (testigo lateral), este ultimo, con el fin de colocar el inéculo
en la misma disposicion espacial que su contraparte en interaccion. Se utilizaron estos
dos testigos porque ambos han sido utillizados en estudios de interaccién entre hongos
(Macias-Rubalcava et al., 2008; Schubert y Schwarze, 2011). Cada HE se inocul6 a
diferentes tiempos de acuerdo a su tasa de crecimiento (TC) para que las colonias de
ambos HE tuvieran un area similar cuando hicieran contacto y evitar que aquellos con
crecimiento mas rapido, explotaran los recursos del sustrato anticipadamente (Mejia et
al., 2008). Para esto, ademas de la TC, se estim6 el dia en el que los dos HE
sembrados tendrian contacto entre ellos (Ver ANEXO Ill), utilizando las curvas de
crecimiento obtenidas en los bioensayos de crecimiento (ver Seccion 5.2). Los cultivos
se incubaron a 25 + 2°C en la oscuridad, y se registré el crecimiento diario durante 11
dias a partir de la siembra del primer HE (el mas lento). Todas las pruebas incluyeron 3

repeticiones.

En este bioensayo de interaccidon por pares, se determinaron tres parametros de
crecimiento para cada HE: (1) el ‘area inicial’, definida como el area de la colonia del
micelio un dia antes de hacer contacto con la de alguno de los otros HE (A), (2) el area
del micelio al final del periodo de mediciéon (Ar) y (3) la tasa de crecimiento en el cultivo
de interaccion (TC). Al igual que en el bioensayo de crecimiento, las TC; se obtuvieron
con el modelo de Baranyi y Roberts (1994) que omite la asintota, utilizando el programa
DMFit (© 2013) (ANEXO l1). Por otra parte, como el momento del contacto varié entre
los HE dependiendo de su TC;, el Ai tomada para cada HE correspondié a dias distintos

(edades distintas de los hongos). Asimismo, el momento del contacto varidé para cada
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HE dependiendo de cuales eran los que estaban interaccionando, por lo que se tomé el
A; de cada HE, el dia en que cada uno estuviera a punto de hacer contacto con el
primero de los demas HE con los que interacciond. Los valores de las Aj, de las Ary de
las TC; de los HE en interaccion, se compararon con los de los testigos centrales y
laterales correspondientes con un ANOVA de una via (a=0.05); y para identificar las
diferencias de las medias de los parametros de crecimiento entre pares de HE, se
utilizé una prueba de Tukey HSD. Finalmente, con el fin de ordenar jerarquicamente a
los endofitos por su capacidad competitiva, se obtuvieron los porcentajes de inhibicion
(PI) de los parametros de crecimiento (Ai, Ay TC;) por medio de la siguiente férmula:

Pl = xtestlgo—xen_lnleraccmn 100
X testigo

en donde x corresponde a las Aj, a las Ars 6 a las TC;i (modificado de Fokkema, 1973). El
Pl se obtuvo con cada tipo de testigo (central y lateral). Con el promedio de los PI que
cada HE experimentd al crecer con los demas, se obtuvo su respuesta competitiva,
mientras que con el promedio de los Pl que presentaron los otros ocho HE al ser

enfrentados a un mismo HE, se obtuvo el efecto competitivo de este ultimo.

La respuesta competitiva indica el grado de inhibicién (o estimulacion en su caso)
gue cada HE experimenta frente a todos los otros hongos evaluados, y por ello, refleja
el grado de resistencia (o0 susceptibilidad) de cada HE a la inhibicion ejercida por los
demas; mientras mayor sea el porcentaje de inhibicién (Pl) del HE, menor sera su
respuesta competitiva o su capacidad de resistir la inhibicién. Por otra parte, el efecto
competitivo indica la influencia que cada HE tiene sobre los demas, es decir, la
capacidad que cada HE tiene para inhibir (o estimular) a los demas, por lo tanto,
mientras mayor sea el Pl que ocasiona un HE a los deméas, mayor sera su efecto

competitivo.

Los datos se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
comparar las medianas de los efectos o de las respuestas competitivas entre los HE;
asimismo, se evalud la relacion entre las respuestas y los efectos competitivos de los

HE con un andlisis de correlacion de Spearman.
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Para incluir las caracteristicas cualitativas de cada interaccion, se determiné el
indice de dominancia (Io), en el que se incluyeron aspectos morfoldgicos observados en
las interacciones, cuando éstas, aparentemente, ya no cambiaban en el tiempo (Magan
y Lacey, 1984). Siguiendo el método de Leong et al. (2011), se asign6 una puntuacion
de 3:3 a la interaccién entre pares de HE que se detuvieron al hacer contacto entre
ellos, como un valor inicial para establecer el sistema de clasificacion. A este valor
inicial se sumaron o restaron puntos, considerando el grado de dominancia de los HE
durante la interaccion (ANEXO 1V). La sumatoria de los puntos obtenidos por cada HE
al crecer frente a los demas constituy6 su indice de dominancia (Ip). Los Ip de los HE se
compararon con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (a=0.05) para determinar si
habia diferencias significativas entre los HE. De este modo, se evaluaron aspectos
cualitativos y cuantitativos de las interacciones entre los HE.

Finalmente se realizé un analisis de correlacién de Spearman para determinar si
existia una relacion entre la frecuencia de aislamiento de los HE y la respuesta
competitiva o el efecto competitivo de los mismos obtenidos con los parametros de
crecimiento (A, Ay, y TCi), o con los indices de dominancia (Ip).

5.4 Bioensayos de interaccion complementarios entre los hongos endéfitos

Aunque las observaciones macroscépicas y microscopicas permitieron la
calificacion y, en su caso, cuantificacion de las interacciones fangicas, se realizaron dos
bioensayos complementarios. En el primero se evaluo la capacidad de cada HE para
colonizar un sustrato ocupado previamente por otro HE; y en el segundo, se hizo crecer
a cada HE en PDA al que se le agreg6 un filtrado obtenido del caldo de cultivo (libre de
propagulos infecciosos) de cada uno de los otros HE. A continuacion se describen estos

bioensayos complementarios.

5.4.1 Interaccion entre los hongos endéfitos por captura secundaria de recursos y

evaluacion de la capacidad de reemplazo de cada uno

En el bioensayo de interaccion entre los HE por captura primaria de recursos, se
equilibraron las tasas de crecimiento de los HE, sembrando los hongos rapidos después
de los lentos. Una tasa de crecimiento rapida, representa la principal estrategia

39


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

competitiva de algunos hongos que la poseen (Leong et al., 2011), y por ello, se evalu6
la habilidad de cada HE para colonizar un sustrato previamente ocupado por cada uno
de los otros HE, por medio de un bioensayo de captura secundaria de recursos (Klepzig
y Wilkens, 1997).

Se colocaron inéculos de 2 mm de cada HE, provenientes de cultivos en PDA, de
8 dias de edad, en el centro de una caja Petri de 5 cm con 8 mL de PDA, y se espero a
gue cubrieran totalmente la superficie del medio de cultivo. A estos HE sembrados
primero, se les denomind Colonizador 1 (C1). Posteriormente, se colocd un indculo de
otro HE sobre el micelio del C1, en un extremo de la caja Petri que ya estaba cubierta
en su totalidad por éste ultimo. A estos HE colocados después se les denominé
Colonizador 2 (C2). Se completaron todas las combinaciones necesarias de los HE
entre pares de hongos C1 y C2 por triplicado. Las cajas Petri se sellaron con polietileno
y se mantuvieron a 25 + 2°C en la oscuridad. Después de inoculado el C2, se dejo
pasar un tiempo que varié para cada HE C2 dependiendo de su TC (ver ANEXO V), y
después, se midid el area abarcada por los micelios (C2) con el programa ImageJ
(Rasband, 1997-2008). Las areas de todos los HE C2 al principio (correspondiente al
tamafio del in6culo) y al final del bioensayo fueron comparadas con un ANOVA de una
via (a=0.05) y una prueba de Tukey HSD, omitiendo a los C2 que no habian crecido.

Para obtener el efecto competitivo y la respuesta competitiva de cada HE en
este bioensayo de captura secundaria de recursos, se obtuvo primero el porcentaje de
inhibicion de cada uno (Pl), comparando el crecimiento que cada HE tuvo al crecer
sobre los demas (es decir como C2), con respecto del area total de la caja Petri
(areaTOTAL = 19.64 cm?), pues en todos los casos, se dej6 crecer a cada HE C2
durante el tiempo en que otro inéculo de esta misma cepa de hongo, pero como C1,
habia cubierto completamente la superficie del medio de cultivo (ANEXO V). La férmula

del PI fue la siguiente:

Bl = [(éreaTOTAL —areaC2)

. x100
areaTOTAL

La respuesta competitiva de un HE como C2, se obtuvo al promediar los Pl que
éste mostré al crecer sobre el area de la caja Petri ya ocupada por cada uno de los

40


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

demas HE, mientras que con el promedio de los Pl que todos los HE presentaron al ser
sembrados sobre ese mismo HE, se obtuvo el efecto competitivo de este ultimo como
C1 (Ver ANEXO VI). Los datos se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis para comparar las medianas de los efectos o de las respuestas competitivas
entre los HE. Con un analisis de correlacién de Spearman se determind si existia una
relacion lineal entre las respuestas y los efectos competitivos de los HE, asi como entre
la frecuencia de aislamiento de los HE y la respuesta competitiva o el efecto competitivo

de los mismos.

Al final del periodo de observacion, se evalu6 si los HE C1 que habian sido
invadidos por los C2, eran reemplazados por éstos ultimos. Para esto, se tomaron las
cajas Petri en las que se present6 este tipo de interaccion (captura secundaria), y se
cortaron segmentos del medio de cultivo donde el micelio de un HE cubria al del otro,
por lo que cada segmento extraido contenia tanto al HE invasor como al invadido.
Cuatro de estos segmentos se colocaron, por separado, en el centro de 4 cajas Petri de
5 cm con 8 mL de PDA. De estos cuatro segmentos, dos se colocaron con los micelios
hacia abajo y dos con los micelios hacia arriba, con el fin de evaluar la posible ventaja
que C1 o C2 tendrian al ser, uno u otro, el que hiciera contacto con el nuevo medio de
cultivo antes que el coparticipe. Después de 5 dias se observé cual era el HE que
crecia en las cajas Petri. Se consider6 que un HE como C1l era desplazado y
reemplazado, solo cuando el HE C2 (invasor) era el que crecia en la caja Petri;
mientras que el crecimiento de ambos HE fue calificado como reemplazo parcial si el
hongo C1 (invadido) crecia poco; y fue calificado como entremezclado si crecia de
forma habitual, pero junto con el HE C2 (invasor). El crecimiento del hongo C1 sin

presencia del invasor, no se consideré como reemplazo.

5.4.2 Bioensayos del potencial alelopatico de cada uno de los hongos endéfitos

sobre el crecimiento de los demas

En matraces Erlenmeyer de 500 mL con 220 mL de caldo de papa-dextrosa (PD)
se agregaron, por separado, in6culos de agar de 4 mm de cada uno de los nueve HE
provenientes de cultivos en PDA de 8 dias de edad. Estos cultivos acuosos inoculados
con cada HE, se mantuvieron en agitacion (100 rpm, Lab-line Instrument modelo 3527)
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por 10 dias, y a partir de ellos se obtuvieron filtrados libres de propagulos, haciendo
pasar el cultivo acuoso a través de una serie de filtros Whatman (No. 4, 1y 42), y en su
caso, membranas Millipore de abertura de poro cada vez mas reducida, sobre embudos
Buchner o Millipore (ANEXO VII). La pureza de los filtrados se corrobor6 con cultivos

directos de los mismos en cajas Petri con PDA conforme se avanzaba entre filtros.

Cada HE se hizo crecer, de forma individual, en PDA adicionado con los filtrados
de cada uno de los demas HE, dentro de cajas Petri de vidrio de 5 cm por triplicado,
adaptando la metodologia de Singh et al. (2008). Se manejaron dos concentraciones
del filtrado en PDA, 25 y 50%, para lo cual alicuotas de 2 y 4 mL de los
correspondientes filtrados se incorporaron a 6 y 4 mL de PDA respectivamente,
haciendo un total de 8 mL de medio de cultivo adicionado con el filtrado de cada HE en
ambas concentraciones. Alicuotas de 8 mL de PDA sin filtrado se agregaron a los
testigos de cada HE.

Todas las cajas Petri se inocularon con segmentos de agar de 2 mm de cada uno
de los HE, provenientes de cultivos en PDA de 8 dias de edad, se sellaron con
polietileno y se mantuvieron a 25 + 2°C en la oscuridad en una camara de crecimiento
(Thermo Electron Corporation). Después de 4 dias se midio el area de la colonia de
cada HE. Los valores obtenidos se analizaron con un ANOVA de dos factores (a= 0.05):
HE y concentracién de filtrado (25 y 50%), y se aplicd una prueba de Tukey HSD para
comparar las medias de las areas de crecimiento entre los HE que crecieron en PDA
con filtrado y aquellos que crecieron en PDA sin filtrado.

Con el promedio de los porcentajes de inhibicion (PI) de un mismo HE que crecio
en PDA + el filtrado de cada uno de los demas, se obtuvo la sensibilidad o respuesta de
ese HE hacia el efecto alelopatico de los filtrados de todos los demas HE, mientras que
el promedio de los Pl que los demas HE tuvieron al crecer en el filtrado de un mismo
HE correspondié al efecto alelopatico de este ultimo (ANEXO VI). Los datos se
compararon con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para observar si habia
diferencias significativas entre las respuestas a los alelopaticos contenidos en los
filtrados de los HE o entre los efectos alelopéaticos de los filtrados de los HE. Con un

analisis de correlacién de Spearman se evalud la relacion entre las respuestas a los

42


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

filtrados y los efectos alelopaticos de los mismos sobre los HE, y entre la frecuencia de
aislamiento de los HE y la respuesta a los filtrados o al efecto alelopéatico de los

mismos.

5.5 Bioensayos de inoculacion de hongos endaéfitos in vivo

Con el objetivo de evaluar la capacidad de colonizacién de cada HE por
separado, se realizaron bioensayos de inoculacion tanto en hojas desprendidas como
en hojas unidas a las plantas de café libres de hongos endoéfitos. Como algunos HE
utilizados no desarrollaron esporas bajo las condiciones de cultivo, se prepararon
in6culos a base de micelio fragmentado para todos los HE; para aquellos HE que si

produjeron esporas, se elaboraron, ademas, inodculos a base de éstas.

1 — Concentracion del in6culo 2 — Tratamientos de inoculacion
s = ~p? /
Bioensayos de
Inoculacién de
HE in vivo
3 — Variedad de cafeto, 4 — Inoculacién de HE

seleccionados

Cesporas >

Seleccién de HE

Fig. 5. Esquema de los bioensayos de inoculacion in vivo. El esquema muestra los bioensayos que
fueron realizados con inéculo a partir de micelio o a partir de esporas. Las figuras dentro de cada cuadro,
indican si se utilizaron hojas desprendidas o plantas completas, y la forma en que se realizé la
inoculacién de los HE (con aspersor, con pincel o con aguja de insulina). En el bioensayo 1 se utilizaron
dos concentraciones distintas de micelio; en el bioensayo 2 se evaluaron 4 tratamientos de inoculacion;
en el bioensayo 3 se inocularon esporas en hojas desprendidas de dos variedades de cafeto (Typica y
Bourbon) expuestas o no a la luz; y en el bioensayo 4 se inocularon plantas completas con esporas de
dos HE que mostraron la mayor capacidad de colonizacion en los bioensayos anteriores.

En cada bioensayo se preparé un inéculo nuevo y se revisd su viabilidad

asperjandolo en cajas Petri con PDA. De los diferentes bioensayos realizados, solo en
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cuatro, los hongos inoculados se establecieron como endofitos con una mayor
proporcién (Fig. 5). Antes de realizar los bioensayos de inoculacion se obtuvieron
plantas de café libres de hongos endofitos. A continuacion se describen los
procedimientos realizados y los bioensayos de inoculacion.

5.5.1 Obtencion de plantas libres de hongos endéfitos
5.5.1.1 Desinfeccion de las semillas y condiciones de crecimiento

Las cerezas colectadas en el cafetal ‘El Mirador’, se pusieron a fermentar en
agua por 42 h a temperatura ambiente para retirar con facilidad la pulpa de las semillas.
Las semillas se esterilizaron superficialmente, incluyendo la testa, sumergiéndolas en
hipoclorito de sodio al 1% (2 min, CLOROX® 20%), etanol al 75% (2 min) y 4 veces en
agua destilada estéril (ADE) (modificado de Posada y Vega, 2006); las semillas se
secaron con toallas de papel estéril y se sembraron en los semilleros sobre un sustrato
compuesto por: musgo Sphagnum (peatmoss PREMIER®) (30%), perlita (AGROLITA®)
(50%) y arena de rio (20%); este sustrato fue previamente mezclado, esterilizado en
autoclave (2 h a 120°C vy repitiendo este tratamiento por dos dias consecutivos) y
humedecido con ADE hasta su capacidad de campo. Los semilleros se colocaron en
una camara de crecimiento (Conviron® Modelo-E15) a 28°C en la oscuridad para
promover la germinacion (Valio, 1980; da Silva et al., 2004) en donde permanecieron
durante 15 dias; posteriormente, la temperatura se ajusté a 23 + 2°C y el fotoperiodo a
12/12 h (luz/oscuridad). Durante el periodo de germinacion, el sustrato se regé con ADE
hasta su capacidad de campo cada tercer dia. Las semillas que no germinaron en un
periodo de 30 dias posterior a la siembra fueron desechadas.

Las plantulas que emergieron se transplantaron a vasos de polietilieno de 500 mL
(perforados de la base y desinfectados con una solucion al 10% de cloro comercial en
agua), sobre un sustrato consistente en una mezcla de Sphagnum vy perlita (1:2)
esterilizada en autoclave y humedecida con ADE; al sustrato se le afiadio fertilizante (5
g por vaso) de liberacion lenta (Osmocote® 15-9-12) (modificado de Bae et al., 2007).
Las plantas transplantadas permanecieron en cadmaras de crecimiento durante 30 dias

a 23 = 2°C y el fotoperiodo a 14/10 h (luz/oscuridad), y después se trasladaron al
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invernadero en donde se colocaron dentro de jaulas de malla antiafidos, cubiertas con
vinilo y malla sombra (40-50% de sombra), hasta su utilizaciéon experimental. En el
invernadero, los vasos se regaron hasta su capacidad de campo una o dos veces por
semana y se fertilizaron (5 g por vaso) cada tres meses con (Osmocote® 15-9-12).
Cuando las plantas tuvieron 5 o 6 pares de hojas se transplantaron a macetas de
polietileno de 3 L, con musgo y perlita (1:2) esterilizada en autoclave y humedecida con
ADE. A partir de entonces cada maceta fue fertilizada con 10 g de Osmocote® (15-9-
12) cada tres meses y regada hasta su capacidad de campo una vez por semana. La
capacidad de campo de las macetas y los otros recipientes se determiné por diferencia
de volumen, de la siguiente manera: una muestra de cinco plantas fue regada hasta la
saturacién, con una cantidad conocida de ADE, cubriendo las perforaciones de la base,
y después de 5 min, se destaparon las perforaciones para dejar salir el exceso de agua,
éste se midi0 y se rest0 a la cantidad de ADE inicial, obteniéndose asi la capacidad de

campo de los recipientes.

5.5.1.2 Monitoreo de plantas de café libres de hongos endofitos

La presencia/ausencia de HE en las plantas creciendo en el invernadero, se
reviso con la técnica de cultivo de segmentos de hoja esterilizados superficialmente. Se
escogieron al azar 5 plantas de café y de cada una de ellas, se desprendieron 3 hojas
correspondientes a las partes superior, media e inferior de la planta. De las 15 hojas
desprendidas se obtuvieron de 6 a 38 segmentos (dependiendo del tamafio de la hoja)

de 5 mm de didmetro, los cuales fueron enumerados como se muestra en la Fig. 6.

Fig. 6. Revisién de la colonizacion de los hongos endoéfitos. Obtencion de las hojas de las plantas (a
y b), y ordenamiento de sus segmentos: hoja superior (HS), hoja media (HM) y hoja inferior (HI) de la
planta 3 (P3).

45


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Los segmentos obtenidos de las hojas de las plantas, se esterilizaron
superficialmente sumergiéndolos en etanol (70%), hipoclorito de sodio (2.6%,
CLOROX® 50%), etanol (70%) y ADE (Santamaria y Bayman, 2005). Los segmentos
se colocaron, de dos en dos, en cajas Petri de 5 cm con PDA bajo condiciones
estériles. La esterilizacion superficial de la hoja se evalu6 mediante la impresion de
cada segmento en la orilla del medio de cultivo (Schulz et al., 1999). Las cajas Petri se

revisaron regularmente para detectar el desarrollo de los HE y de posibles epifitos.

5.5.2 Elaboracién de in6culo a base de micelio

Los 9 HE fueron propagados por separado en matraces Erlenmeyer de 500 mL
con 250 mL de caldo de PD inoculado con segmentos de agar que contenian el micelio
del HE respectivo, provenientes de cultivos en PDA de 8 dias de edad. Estos cultivos
permanecieron en agitacion (100 rpm) a temperatura ambiente. Después de 10 dias, se
extrajo el micelio que se desarroll6 en los cultivos, el cual se filtr6 y se macerd para
elaborar dos suspensiones: (1) suspension ligera con 0.5 mg de micelio/mL (Ganley et
al., 2008), y (2) suspensién concentrada con 2.5 mg de micelio/mL.

5.5.2.1 Bioensayo 1. Inoculacion de plantas con dos concentraciones de micelio
fragmentado

En este bioensayo se inocularon dos plantas de café de 1 afio y dos meses de
edad y con 6 a 7 pares de hojas, libres de enddfitos, de la var. Typica, con cada uno de
los HE evaluados y con cada suspension de micelio (ligera y concentrada), dando un
total de 36 plantas. Antes de la inoculacién, las plantas se limpiaron con ADE y algodon
estéril, y se asperjaron, tanto por el haz como por el envés, con aproximadamente 1.5
mL de las respectivas suspensiones por hoja, utilizando un aspersor de vidrio con un
compresor. La superficie del sustrato de la maceta se cubrié con papel aluminio durante
la aspersion para evitar escurrimientos. Las plantas inoculadas se cubrieron con bolsas
de polietileno y permanecieron en la oscuridad por 42 h. Posteriormente, se
mantuvieron en un invernadero, retirando en el octavo dia las bolsas de polietileno que
cubrian a las plantas. Las plantas fueron regadas cada 4 dias. Este procedimiento se
realiz6 en todos los bioensayos que se llevaron a cabo con plantas de café.
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La colonizacién de las hojas por los HE fue revisada a diferentes tiempos
después de la inoculacion (Ver seccién 5.2.3), para ello, una de las dos plantas
inoculadas con las respectivas suspensiones de cada HE, fue revisada a los 18 y a los
20 dias, desprendiendo 3 hojas (superior, media e inferior) de ésta planta, para la
revision de cada periodo (modificado de Arnold et al., 2003); mientras que la otra planta,
se revisO a los 60 y a los 90 dias después de la inoculacion. De cada una de las tres
hojas, se obtuvieron y esterilizaron superficialmente 20 segmentos, dando un total de
60 segmentos de hoja por periodo (Ver seccion 5.2.3), y de 240 segmentos por HE y
por suspension durante todo el experimento. La capacidad de colonizacion de cada HE
se expresé como porcentaje de colonizacidbn de segmentos por planta (PCplanta),
utilizando la férmula:

PC ( NUmero de segmentos con HE de una planta
planta —

Numero total de segmentos de la planta

JxlOO

5.5.2.2 Bioensayo 2. Tratamientos de inoculacion con micelio en plantas de café

En este bioensayo, se seleccionaron 9 plantas de café libres de endofitos de la
var. Typica, de 1 afo y 4 meses de edad, con 7 a 8 pares de hojas. Cada planta se
consideré como una unidad experimental cuyas hojas conformaron las subunidades en
las que se observo y evalud la colonizacién de cada uno de los 9 HE. En una misma
planta se aplicaron 4 diferentes tratamientos o procedimientos de inoculacion de un
mismo HE, seleccionando al azar 3 hojas de cada planta por cada tratamiento, por lo
que se utilizé unicamente una planta por HE. Los tratamientos de inoculacién fueron los
siguientes: (1) suspension concentrada de micelio fresco (SC - 2.5 mg/mL) aplicada a
hojas intactas, (2) SC + 1% de tween 20 sobre hojas intactas, (3) SC + agar al 0.7%
sobre hojas intactas y (4) SC sobre hojas perforadas con una aguja estéril. En el
tratamiento 2, se utilizé el surfactante tween 20 para humectar y dispersar el micelio, ya

gue mejora la separacién de los fragmentos de micelio impidiendo su aglomeracion.

Después de limpiar las hojas con ADE y algoddn estéril, se inocularon por el haz
y el envés, con alicuotas de 1.5 mL de la suspensién de cada uno de los tratamientos

(tres hojas por cada tratamiento), utilizando un pincel (de pelo de camello), lavado con
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hipoclorito de sodio (CLOROX® 25%), etanol (70%) y ADE. Después de 30 dias se
obtuvieron 20 segmentos esterilizados de cada una de las 3 hojas utilizadas por
tratamiento (60 segmentos por tratamiento). Con los HE que emergieron de los
segmentos, se calculd el porcentaje de colonizacion de cada planta (PCpianta) por HE y

por tratamiento de inoculacion.

5.5.3 Elaboracién de in6culo abase de esporas

Los 9 HE fueron cultivados en cajas Petri con PDA o AA a 25 + 2°C en la
oscuridad. Después de 10 dias, se afiadi6 a cada caja 1 mL de ADE, y con una
espatula se barrié cada caja para arrastrar y suspender las esporas de la superficie de
los micelios en el ADE agregada. La suspension de esporas obtenida se agitdé en un
vortex y se ajusté a una concentracion de 2.2 x 10° esporas/mL de ADE, usando para
ello una Camara de Neubauer mejorada (Marienfield®). Con este procedimiento se
elabor6 el inéculo de cinco HE: Cryptosporiopsis sp., Cryptosporiopsis corticola,
Glomerella cingulata, Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 y Paecilomyces sp., porque

los demas no produjeron esporas o éstas fueron insuficientes.

5.5.3.1 Bioensayo 3: Inoculacién de hojas desprendidas con suspension de

esporas de los hongos endéfitos

Para este bioensayo se desprendieron 60 hojas maduras, seleccionadas de la
parte media de cafetos libres de enddfitos de 1 afio y 5 meses de edad con 8 a 9 pares
de hojas, pero en esta ocasién 30 provenian de la var. Typica y 30 de la Bourbon. Esta
Ultima variedad se afiadié para evaluar si podia ser mas o0 menos colonizada por los HE
gue la var. Typica. Las hojas de ambas variedades se limpiaron con ADE y algodén
estéril, y cada una se coloco, con el envés hacia arriba, sobre un portaobjetos elevado
con un tridngulo de vidrio dentro de una caja Petri con 10 mL de ADE. Se inocularon
seis hojas de cada variedad de cafeto por cada uno de los HE que produjeron las
esporas, con alicuotas de 1.5 mL de las respectivas suspensiones de esporas, las
cuales fueron distribuidas de manera superficial sobre el envés de las hojas con una
jeringa de insulina de 0.5 mL. Las cajas Petri con las hojas inoculadas se sellaron con
tres capas de polietileno para mantener la humedad y permanecieron a 25 = 2°C.
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La mitad de las hojas (15 unidades) de cada variedad de cafeto se puso en la
oscuridad y la otra mitad en la luz con fotoperiodo 12:12 h. Los 3 factores considerados
para este experimento fueron: el HE, la variedad del cafeto y la exposicion a la luz. La
colonizacion de las hojas se revisé después de 18 dias, debido a que en bioensayos
anteriores se observo que con el inéculo a base de esporas la colonizaciéon era mas
rapida que con el indculo a base de micelio. Para esta revision, se obtuvieron 8
segmentos de cada hoja, se esterilizaron superficialmente y se sembraron, de dos en
dos, en cajas Petri con PDA. La capacidad de colonizacién de cada HE se expreso
como porcentaje de colonizacion de segmentos por hoja (PChoja) utilizando la formula:

NUmero de segmentos de la hoja con HE] <100

PC,,, = _
hoi2 ( NUmero total de segmentos de la hoja

Los datos se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
determinar si existian diferencias significativas entre las medianas de los PChoa de los
distintos HE por variedad de cafeto y por exposicion de luz, asi como para determinar si
el PChoja de un mismo HE era significativamente diferente entre la variedad de cafeto, o

entre las condiciones de luz.

A partir de este bioensayo, se seleccionaron los HE que mostraron una mayor
capacidad para colonizar las hojas de C. arabica; estos fueron Cryptosporiopsis sp. y
Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2, y Unicamente con estos HE se realiz6 el
siguiente bioensayo de colonizacion de plantas de café.

5.5.3.2 Bioensayo 4: Inoculacién de plantas de café con suspension de esporas
de Cryptosporiopsis sp. y Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2

Para este bioensayo se utilizaron 4 plantas de la variedad Typica, de 1 afioy 6
meses de edad con 9y 10 pares de hojas, por cada uno de los dos HE. Cada planta se
limpié con ADE y algodon estéril, y se asperjo con aproximadamente 1.5 mL por hoja,
de la suspension de esporas de los HE seleccionados, humedeciendo tanto el haz
como el envés (modificado de Arnold et al., 2003), y se cubrieron con bolsas de
polietileno. Las plantas inoculadas permanecieron en el invernadero; 8 dias después de

la inoculacion las bolsas de polietileno fueron retiradas.
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La colonizacion de los HE se revisé después de 18 dias de realizada la
inoculacién, desprendiendo tres hojas de las partes superior, media e inferior de cada
planta y cultivando 8 segmentos por hoja en cajas Petri con PDA, dando un total de 24
segmentos de hoja por planta y 96 segmentos por HE. En este caso se obtuvo tanto el
PChoja, cOmo el PCpianta por cada HE. Los datos presentaron una distribucion normal por
lo que se analizaron con un ANOVA de una via (a= 0.05) y una prueba de Tukey HSD
para determinar si existian diferencias significativas de colonizacion entre los dos HE, o
entre l1os PChoja de los mismos, debido a la ubicacion de la hoja dentro de la planta
(partes superior, media e inferior).

5.6 Bioensayo de hongos endéfitos contra Hemileia vastatrix Berk & Broome, 1869

5.6.1 Efecto de los hongos endéfitos sobre la germinacion de las urediniosporas
de Hemileia vastatrix ‘la roya del café’

Con el objetivo de estudiar el posible papel ecolégico de los HE, se evalu6 el
efecto de cada uno de los 9 HE sobre la germinaciéon de las urediniosporas del
fitopatégeno foliar Hemileia vastatrix bajo condiciones estériles. Para ello, cada HE fue
sembrado en el extremo de dos cajas Petri de vidrio de 9 cm con PDA y se incubd
hasta que los HE cubrieron la mitad de las cajas Petri. En el momento de la siembra la
otra mitad de las cajas Petri, opuesta al in6culo de cada HE, se cubrié con papel
celofan esterilizado en autoclave, para impedir el crecimiento del micelio del HE sobre
esta seccion de la caja. El papel celofan, ya ha sido utilizado en otros estudios para
evaluar el efecto del micelio de un hongo sobre sus esporas o sobre las esporas de
otros hongos (Carlile y Sellin, 1963; Dickinson y Skidmore, 1976). Con el micelio de
cada HE abarcando la mitad de las cajas Petri, se extrajo el primer papel celofan, y se
colocd un segundo segmento de papel celofan del tamafio y forma de un portaobjetos,
de tal modo que la mitad de este ultimo papel celofan quedd sobre el micelio del HE y la
otra mitad sobre el medio de cultivo libre de micelio. Sobre el segundo segmento de
papel celofan, se distribuyé6 una alicuota de 0.8 mL de una suspension de
urediniosporas de H. vastatrix de 1 mg/mL de concentracién, de tal forma que la mitad
de la alicuota quedo sobre el papel celofan encima del HE vy la otra mitad quedo en el
area de papel celofan que cubria la parte del medio de cultivo libre de micelio.
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Simultaneamente, se distribuyeron alicuotas de urediniosporas sobre otros segmentos
de papel celofan en dos cajas Petri con PDA que no tenian HE, a las cuales se les
llamo testigos generales. Las cajas Petri se sellaron e incubaron por 6 h (Shiomi, 2006).

Posteriormente, se extrajeron los segmentos de celofan y se revisaron al microscopio.

Se obtuvo el nimero de urediniosporas germinadas a través del conteo de 10
campos del microscopio con el objetivo 40x, tanto en el lado del papel celofan que
cubria el micelio del HE como en el lado que cubria el PDA libre de éste, asi como en
los testigos generales. Se consideraron como germinadas las urediniosporas que
presentaron un tubo germinativo de al menos el mismo tamafio que ellas. Los

porcentajes de germinacion de urediniosporas se obtuvieron con la férmula:

NUmero de urediniosporas germiradas
Numero total de urediniosporas

gurediniosporas = ( JX100

Los datos que presentaron una distribuciéon normal, se analizaron con un ANOVA
de dos factores (HE x colocacion de las esporas en el celofan) (a= 0.05), y se
observaron las diferencias entre los porcentajes de germinacion de las urediniosporas
gue permanecieron sobre el celofan que cubria a los HE y las que permanecieron en el
celofan sobre el espacio libre de los HE. Ademas, se hizo la comparacion entre los
porcentajes de germinaciéon de las esporas que se colocaron con cada HE y las que se
colocaron en los testigos generales.

5.6.2 Bioensayo de inoculacion de los hongos endéfitos y Hemileia vastatrix

sobre hojas desprendidas

Para este bioensayo se desprendieron 36 hojas de la parte media de 5 cafetos
cultivados en el invernadero, de 1 afio y 8 meses de edad de la var. Typica, libres de
HE. Cada hoja se limpié con ADE y algodon estéril, y se colocd con el envés hacia
arriba, sobre un portaobjetos elevado con un triangulo de vidrio dentro de una caja Petri
con 10 mL de ADE, como camara humeda. Los tratamientos aplicados a las hojas
fueron 2: (1) la suspensién en ADE del micelio o, en su caso, esporas de cada HE y (2)
la suspension en ADE de las urediniosporas de H. vastatrix obtenidas a partir de hojas

enfermas de los cafetos de ‘El Mirador’.
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La suspensiéon del micelio de cada HE se prepard por separado, a partir de
cultivos en caldo de papa-dextrosa-levadura (PDL), que se incubaron en agitaciéon
constante por 10 dias (100 rpm). La suspensién de micelio de cada HE (Tratamiento 1)
se inocul6 por separado sobre cuatro hojas, distribuyendo alicuotas de 1.5 mL de
propagulos suspendidos en ADE (6.2 x 10%mL), con una aguja de insulina, sobre la
superficie del envés de cada hoja. Después de 8 dias, la mitad de las hojas inoculadas
(2 hojas), con la suspensién de micelio del HE respectivo, se limpiaron con ADE y
algodon estéril, y se inocularon con 0.8 mL de una suspensiéon de urediniosporas de H.
vastatrix en ADE (1 mg/mL) (Tratamiento 2). La aplicacion de los tratamientos genero
tres tipos de hoja testigo: (1) sin enddfitos y con H. vastatrix (—E+H), (2) con endéfitos y
sin H. vastatrix (+E—H) y (3) sin enddfitos y sin H. vastatrix (-E—H). Todas las hojas se
colocaron en cadmaras humedas y se incubaron a 25 + 2°C en la oscuridad durante 2
dias, y posteriormente fueron colocadas en condiciones de temperatura y luz
ambientales, y se revisaron cada semana hasta observar sintomas de roya. Los
sintomas fueron divididos en tres grupos: (1) nimero de lesiones cloréticas, (2) nimero
de lesiones con urediniosporas y (3) numero de lesiones con necrosis. No se realiz6
ninguna prueba estadistica de las distintas lesiones debido a que éstas se presentaron
con baja frecuencia y en pocas hojas. Al final del experimento, se obtuvieron y
esterilizaron 10 segmentos de cada hoja para corroborar que los HE que las habian

colonizado, eran los mismos que habian sido inoculados en ellas.
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VI. RESULTADOS
6.1 Bioensayos de crecimiento de los hongos endéfitos

Las curvas de crecimiento obtenidas con las areas de los micelios de los HE,
mostraron las caracteristicas tipicas de las curvas de crecimiento de los
microorganismos en general, con una fase de latencia y una de crecimiento exponencial
bien definidas, tanto en PDA como en PDA+EC. Los nueve HE evaluados formaron un
gradiente de crecimiento entre ellos, del mas lento al mas r4pido, en ambos medios de

cultivo, tal como se observa en la Fig. 7.
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Fig. 7. Representacion gréafica del crecimiento de los hongos endéfitos. Cada dato de las curvas se
presenta con los intervalos de confianza (95%) de las medias de las areas de los micelios de los HE. Los
HE se ordenan de acuerdo a la tasa de crecimiento que presentaron en el bioensayo preliminar de
crecimiento (ver ANEXO I).

Las curvas de crecimiento de todos los HE se ajustaron correctamente con el
modelo de Baranyi y Roberts (1994) (coeficiente de ajuste o R? < 0.985), por lo que con
la descomposicién de las curvas realizada por el modelo, se obtuvo tanto el tiempo de

latencia (TL), como la tasa de crecimiento (TC) de cada HE.
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6.1.1 Comparacion de los parametros de crecimiento entre hongos endofitos, y

entre cada hongo endéfito cultivado en PDA y PDA+EC

El analisis de varianza mostré diferencias significativas entre las medias de los
TL de los HE, tanto en PDA como en PDA+EC (ver los datos en la Fig. 8). En ambos
medios de cultivo, los TL mas altos correspondieron a Xylaria Gpo. 3 y Paecilomyces
sp., seguidos por Xylaria Gpo. 1, Xylaria Gpo. 2, los HE del género Colletotrichum, Cr.
corticola, y finalmente, por Cryptosporiopsis sp. y G. cingulata (Fig. 8a). Las TC variaron
significativamente entre los HE en ambos medios de cultivo, y mostraron un patrén
contrario al observado en los TL, ya que las TC mas altas correspondieron a G.
cingulata y Cr. corticola, seguidos por Cryptosporiopsis sp., los HE del género
Colletotrichum, Xylaria Gpo. 1y Xylaria Gpo. 2, y finalmente, Paecilomyces sp. y Xylaria
Gpo. 3 mostraron la TC mas baja en ambos medios de cultivo (Fig. 8b).

Siete de los 9 HE mostraron TL o TC significativamente distintas entre medios de
cultivo (PDA y PDA+EC). Los TL de los HE fueron, en general, mas bajos en PDA que
en PDA+EC, aunque esta diferencia solo fue significativa para cinco HE: Paecilomyces
sp., Co. gloeosporioides Gpo. 2, G. cingulata, Xylaria Gpo. 2 y Xylaria Gpo. 1. Ningun
HE tuvo un TL significativamente mas alto en PDA que en PDA+EC. Las TC de los HE
fueron, en general, mas altas en PDA+EC que en PDA, aunque esta diferencia solo fue
significativa para cuatro HE: Xylaria Gpo. 3, Co. gloeosporioides Gpo. 1, Xylaria Gpo. 2
y Co. gloeosporioides Gpo. 2. Por el contrario, solo Paecilomyces sp., mostré una TC
significativamente menor en PDA+EC que en PDA, mientras que Cryptosporiopsis sp. y
Cr. corticola no mostraron cambios significativos en sus parametros de crecimiento al
crecer en PDA 'y en PDA+EC (Figs.8ayb). Los cambios en el crecimiento determinaron
el porcentaje de sensibilidad de los HE al extracto de las hojas de café (Fig. 8c).

Finalmente, el analisis de correlacion no mostrd una relacion significativa entre la
frecuencia de aislamiento a partir de las hojas de los cafetos y el promedio de los
parametros de crecimiento obtenidos en PDA y en PDA+EC, tampoco se encontré una
correlacion lineal significativa entre la frecuencia de aislamiento de los HE y su
sensibilidad y posible afinidad a los compuestos de las hojas de café (p> 0.05) (Ver
datos en ANEXO IX).
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Fig. 8. Parametros de crecimiento de los hongos endéfitos en PDA y PDA+EC. En el eje de las ordenadas (vertical-
grafico invertido) se enlistan los HE y en el eje de las abscisas se muestran: (a) los valores de los tiempos de latencia
(TL), (b) las tasas de crecimiento (TC) y (c) el porcentaje de sensibilidad de los HE hacia el extracto de hojas de café. Los
datos se muestran con la desviacion estandar de la media (media = DS). EIl ANOVA mostro diferencias significativas entre
los TL de los HE en PDA (p= 0.00000, F=90.3, gl= 8) y en PDA+EC (p= 0.00000, F= 178.05, gl= 8); y entre las TC de los
HE en PDA (p= 0.00, F= 314.4, gl= 8) y en PDA+EC (p= 0.00000, F=174.7, gl= 8). Las letras a la derecha de los graficos
a y b, indican el grado de similitud entre los parametros de crecimiento de los HE de acuerdo con la prueba de Tukey
HSD) para cada medio de cultivo por separado, los datos en los graficos no estan transformados. Los asteriscos (*) en los
gréficos a y b, indican si el pardmetro de crecimiento de cada HE cambia entre medios de cultivo (PDA y PDA+EC) de
acuerdo a la prueba t de Student: *** p< 0.0005, **p< 0.007, *p< 0.03. Las lineas discontinuas en los graficos a y b,
indican que los datos contenidos en cada caja y bigote son independientes.
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6.2 Bioensayos de interaccion in vitro entre los hongos endéfitos

6.2.1 Interaccién entre los hongos endoéfitos por captura primaria de recursos y

evaluacion microscOpica de las interacciones

El desarrollo de los HE fue diferente entre las dos técnicas de microcultivo, por lo
gue en conjunto permitieron una observacion mas amplia de las interacciones entre los
HE. En los segmentos de agar a los que se les colocd un cubreobjetos, se observé que
las hifas de los HE se sumergieron en el medio de cultivo y crecieron muy poco, por lo
gue las interacciones fueron escasas; en cambio, en los segmentos sin el cubreobjetos,
los HE se expandieron por todo el segmento permitiendo el contacto entre las hifas del
micelio aéreo y del micelio sumergido. En las capas delgadas de medio de cultivo que
se obtuvieron al sumergir los cubreobjetos, se facilitdé la observacion del avance de las

hifas en la superficie del medio de cultivo.

Como se muestra en la Tabla 2, durante la revision de los segmentos y las capas
de medio de cultivo, se observaron diferentes interacciones entre las hifas y los micelios
de los HE, aunque se presentaron con baja frecuencia, y ademas, variaron poco entre
los medios de cultivo (PDA y PDA+EC). En general, G. cingulata y los HE de los
géneros Cryptosporiopsis y Colletotrichum, presentaron respuestas indeterminadas,
defensivas o de inhibicién, mientras que los del género Xylaria y Paecilomyces sp.,

ademdas de las mencionadas, mostraron diferentes respuestas ofensivas.

El 52.8% de las respuestas observadas en los HE en interaccién, fueron
indeterminadas, es decir, aparentemente no ejercian algun efecto adverso o benéfico
sobre el HE contrario, en comparacion con los HE en los que el efecto era mas
evidente. Estas respuestas indeterminadas incluyeron enlaces entre las hifas de los
micelios aéreos de los HE, traslape de hifas y contacto entre las mismas. Todos los HE
presentaron estas respuestas, sin embargo, fueron mas frecuentes en G. cingulata y en
los HE de los géneros Cryptosporiopsis y Colletotrichum. Las siguientes respuestas
mas observadas fueron las ofensivas (30.56%), presentadas por los HE del género
Xylaria que desarrollaron micelio invasor y algunos enganches hifales sobre otros
micelios, y por Paecilomyces sp., que, ademas de desarrollar enganches hifales, fue el
anico que enroll6 a las hifas de otros HE.
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Tabla 2. Matriz de interacciones entre los hongos enddfitos revisadas con el microscopio

Hongo endéfito coparticipe (competidor)

HE Medio 1(Cryptosp. | 2 (C.ryptosp. 3.(Glomerella 4 (Co. gloeosp. | 5 (Co. gloeosp. 6 (Xylaria 7 (Xylaria 8 (Xylaria 9 (Paecilom.
sp.) corticola) cingulata) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 3) sp.)

1 PDA Ea, T, Eh Ea, T, Eh Ea, T Ea, RBM, D MS ° RBM Ea
PDA+EC * * * * * ° * *

2 PDA Ea, T, Eh Ea, R Ea ° ° ° ° Ea, MD
PDA+EC | * * * ° ° ° ° *

3 PDA Ea, G, T, Ea, R, D Ea T ° ° RBM Ea

Eh

PDA+EC | * * * Ea, T ° ° * °

4 PDA Ea, G, T,C | Ea Ea, D T, MD ° ° T,RBMyYR °
PDA+EC | * * Ea T ° ° RBM °

5 PDA Ea, RBM ° T T, MD Ea, T Ea, MD V, RBM °
PDA+EC | * ° Ea, T T,G *MD * R R

6 PDA M M M Ml, D Ea, Ml ° ° Ea
PDA+EC | * * * MI, G * ° ° *

7 PDA M M M M Ea, RBM, MI, L | MD C °
PDA+EC | * * * * MI, Ea, L, E ° * °

8 PDA MI, L M R MI, T M ° C
PDA+EC | * * M M Ml, E ° *

9 PDA Ea Ea E EN, R E, EN Ea, EN MD E
PDA+EC | * * ° EN EN *

Respuestas ofensivas: Respuestas defensivas: Respuestas Respuestas de inhibicion: Respuestas de evasion:

E= Enganche de hifas

EN= Enrollamiento de 1 hifa.

L= liberacién de exudado.

MI= Micelio invasor

G= Globulacion del apice de
la hifa.

MD= Micelio defensivo.

indeterminadas:

C= Contacto de hifas sin
antagonismo evidente

Ea= Enlaces en micelio
aéreo

T= Entremezclado de hifas

Reduccién
biomasa miceliar

D= Deformacion de las hifas
R= Ramificacién de hifas
RBM=

de

V= Vacuolacién en las hifas

Eh= Evasioén entre hifas
MS= Micelio sumergido

la *No se observaron interacciones
distintas a las de PDA

°No se observaron interacciones
o respuestas hifales evidentes
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Por otro lado, se detectaron pocas respuestas de inhibicion (22.2%), sin
embargo, todos los HE las presentaron en algin momento, aunque los mas inhibidos
fueron los de los géneros Colletotrichum y Cryptosporiopsis, y G. cingulata; entre estas
respuestas, la mas frecuente fue la reduccion de la cantidad de hifas y la ramificacién
de las hifas cuando estaban cerca del otro HE.

Finalmente, las respuestas menos encontradas fueron las defensivas (8%), a
pesar de que casi todos los HE las presentaron al interactuar con al menos uno de los
demas. El desarrollo de micelio defensivo (el micelio se hace mas abundante en la zona
de interaccion) fue la respuesta defensiva mas comun, y solo en algunos HE se globuld
el 4pice de las hifas, hasta la formacion de clamidosporas. En ocasiones, se observaron
respuestas particulares en algunos HE, por ejemplo, en ocasiones los hongos del
género Cryptosporiopsis evitaban el contacto de sus hifas con las de algunos otros HE,
cambiando la direccion del crecimiento, o bien, sumergiendo las hifas en el medio de
cultivo (Tabla 2).

6.2.2 Interaccién entre los hongos endoéfitos por captura primaria de recursos y

evaluacion macroscoépica de las interacciones

El andlisis de varianza de los tres parametros de crecimiento (Ai, Asy TCi) mostré
diferencias significativas entre los HE en interaccion y los cultivos testigo
correspondientes (central o lateral), tanto en PDA como en PDA+EC (p< 0.00) (Ver
datos en ANEXO VIII). Los valores de las As (areas al final del bioensayo) y de las TC;
(Tasas de crecimiento en la interaccidn) fueron siempre significativamente mayores en
los testigos centrales que en los laterales, por lo que las variaciones significativas
atribuidas a la interaccién entre los HE, dependieron del tipo de cultivo testigo utilizado
en el andlisis estadistico. Las variaciones de las Aj (areas antes del inicio del contacto)
entre los cultivos testigo, centrales y laterales, no fueron significativas, pero algunas
variaciones observadas en los HE en interaccion, también dependieron del tipo de
testigo utilizado en el analisis estadistico. El porcentaje total de los HE en interaccion,
gue mostraron alteraciones (inhibicion o estimulacion) significativas en sus parametros
de crecimiento debido a la presencia de cada uno de los demas HE, tanto en PDA
como en PDA+EC, se muestra en la Fig. 9.
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La principal respuesta de los HE a la interaccion con los demas, fue la inhibicion
de sus parametros de crecimiento (Ai, A+ y TC;), sin embargo, también se encontraron
algunas respuestas de estimulacion. Utilizando los cultivos testigo centrales en el
analisis estadistico, se observé un mayor porcentaje de HE con reducciones en sus Ar y
en sus TC;, que al utilizar los testigos laterales; ademas, solamente utilizando estos
ultimos, se detectaron HE con ambos parametros de crecimiento estimulados. En
cambio, el Ai de los HE fue el Unico parametro con el que se detectaron efectos tanto de
inhibiciébn como de estimulacién utilizando ambos tipos de cultivos testigo (centrales y
laterales), aunque los porcentajes de HE estimulados e inhibidos fueron mucho
menores que los obtenidos con las As y las TCi. El porcentaje de HE inhibidos por los
demés fue casi siempre menor en PDA que en PDA+EC, contrariamente, el porcentaje
de HE estimulados fue mayor en PDA que en PDA+EC, lo cual fue mas evidente con
los testigos laterales que con los centrales.

120 [ Ai PDA
O Ai PDA+EC
100 = = Af PDA
|0 Af PDA+EC
80 1 — T ] @ TCiPDA
n | ||O0TCiPDA+EC

60
40 -

20

o _ [ W J_EI—DIW

Total de
alteraciones

Total de Inhibicién | Estimulacién

alteraciones

Inhibicién | Estimulacién

Testigo central Testigo lateral

Fig. 9. Porcentaje de alteraciones en los parametros de crecimiento de los HE en interaccion.

Por otro lado, las alteraciones en los parametros de crecimiento mostraron
diversos tipos de interacciones entre las parejas de HE (Fig. 10). Aqui también fue
interesante observar que Unicamente utilizando el testigo central en el andlisis
estadistico, hubo un gran predominio de interacciones en las que se inhibieron las Ar y
las TCi de ambos HE enfrentados (--); sin embargo, utilizando el testigo lateral, las

interacciones se diversificaron, y aunque siguieron predominando las antagonistas,
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fueron mas frecuentes aquellas en las que se inhibié un solo HE (-+, -0), aunque esto

dependié del medio de cultivo.

Cabe destacar que las Ai nunca mostraron que ambos HE enfrentados se
inhibieran (--) (relaciones competitivas 0 coantagonicas de acuerdo con Tuininga,
2005), ni tampoco interacciones en donde uno se inhibiera y el otro se estimulara (-+)
(relaciones antagonicas), pues Unicamente se observaron interacciones en las que un
HE se inhibié o se estimuld, mientras que el otro permanecio6 inalterado (-0, 0+); sin
embargo, con las Ai se detecté una mayor cantidad de interacciones en las que ningun
HE fue inhibido o estimulado (00). Finalmente, sorprendi6 el hecho de que no se
encontraron interacciones en las que se estimulara algun parametro de crecimiento de

ambos HE enfrentados (++).

120.00

[ A PDA

O Ai PDA+EC
100.00 - T
- [ Af PDA
[0 Af PDA+EC
80.00 +
O TCiPDA

- - M [0 TCiPDA+EC
60.00 ~ u

40.00 + =

0.00 = mﬁ] m { Wm na [k

‘-+‘-0‘00‘0+ --‘-+‘-0‘00‘0+

Control central Control lateral

Fig. 10. Porcentaje de los tipos de interaccion entre los hongos endéfitos. Las interacciones entre
HE se ordenaron con base en la inhibicion (-), estimulacion (+) y falta de ambas alteraciones (0) sobre
sus parametros de crecimiento. No hubo interacciones ‘++' por lo que no se incluyen en la grafica.

6.2.2.1 Hongos enddfitos con alteraciones en sus areas de crecimiento antes del
contacto con cada uno de los demas (Aj)

Interacciones en PDA. Considerando los testigos centrales, los HE inhibidos por un
mayor numero de otros HE fueron Co. gloeosporioides Gpo. 1, el cual redujo su
crecimiento antes de hacer contacto con los tres HE del género Xylaria; y Xylaria Gpo.
2, el cual redujo su crecimiento antes de hacer contacto con G. cingulata y Co.
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gloeosporioides Gpo. 2. Otros HE inhibidos fueron Co. gloeosporioides Gpo. 2 frente a
Cr. corticola, y Cryptosporiopsis sp. frente a Xylaria Gpo. 3. En cambio, Xylaria Gpo. 1,
fue estimulado por los dos HE del género Colletotrichum; Co. gloeosporioides Gpo. 1

por Cryptosporiopsis sp.; y Paecilomyces sp. por Xylaria Gpo. 1.

Cuando se compar6 a los hongos endoéfitos en interaccién con los cultivos testigo
laterales, se observé un aumento en el nimero de HE inhibidos por los demas. Entre
estos efectos, Co. gloeosporioides Gpo. 2 fue inhibido por 4 HE: Cr. corticola, G.
cingulata, Co. gloeosporioides Gpo. 1 y Xylaria Gpo. 1, en tanto que Co.
gloeosporioides Gpo. 1 y los tres HE del género Cryptosporiopsis redujeron su
crecimiento antes de hacer contacto con algunos HE del género Xylaria, principalmente
con Xylaria Gpo. 3. Los HE estimulados fueron Co. gloeosporioides Gpo. 1 frente a
Cryptosporiopsis sp. y G. cingulata; y Paecilomyces sp., frente a Xylaria Gpo. 1 (Tablas
7ay b en ANEXO VIII).

Interacciones en PDA+EC. Considerando solamente los cultivos testigo centrales, los
HE inhibidos por un mayor nimero de HE fueron: G. cingulata, que fue inhibido por
Xylaria Gpo. 1, Xylaria Gpo. 3 y por Paecilomyces sp., y Xylaria Gpo. 3, que fue inhibido
por los dos HE de su mismo género, mientras que los HE de los géneros Colletotrichum
y Cryptosporioipsis fueron inhibidos por un solo hongo. Por el contrario, algunos HE
fueron estimulados: Cryptosporiopsis sp. por Xylaria Gpo. 2; Cr. corticola por Xylaria
Gpo. 2 y Paecilomyces sp.; y Xylaria Gpo. 2 por Paecilomyces sp. En relacién a los
testigos laterales, ademas de un aumento de los efectos de inhibicion detectados en
relacion a los testigos centrales, se observd que, Xylaria Gpo. 2 fue estimulado por
Paecilomyces sp. (Tablas 7ay b en ANEXO VIII).

6.2.2.2 Hongos endofitos con alteraciones en sus areas de crecimiento medidas al

final del periodo de medicion (Af)

Interacciones en PDA. Considerando solamente los testigos centrales, se observé que
la mayoria de los HE fueron inhibidos por todos los demas, a excepciéon de Xylaria Gpo.
1 el cual no fue afectado por los del género Colletotrichum; y Paecilomyces sp., que
crecio de forma normal frente a Xylaria Gpo. 1. En cambio, con respecto de los testigos
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laterales, solo Cryptosporiopsis sp., Cr. corticola y Co. gloeosporioides Gpo. 2,
redujeron significativamente sus Ar al crecer con todos los demas HE; mientras que
otros HE como Paecilomyces sp., Xylaria Gpo. 2 y Xylaria Gpo. 3, fueron inhibidos por
pocos HE. Xylaria Gpo. 1, no fue inhibido por ningin HE, y ademas fue estimulado por
los dos del género Colletotrichum (Tablas 8ay b en ANEXO VIII).

Interacciones en PDA+EC. Con respecto de los cultivos testigo centrales, se observo
gue todos los HE fueron inhibidos por los demas, en cambio al considerar unicamente
los testigos laterales, se observéd que los HE del género Xylaria crecieron en general sin
alteraciones en sus Ar en la mayor parte de las interacciones, excepto al crecer con los
HE de su mismo género. Ademas se detectd que Xylaria Gpo. 2 fue estimulado por G.
cingulata y Co. gloeosporioides Gpo. 1 (Tablas 8ay b en ANEXO VIII).

6.2.2.3 Hongos enddfitos con alteraciones en sus tasas de crecimiento en la
interaccion con los demas (TCj)

Interacciones en PDA. Considerando solamente los cultivos testigo centrales, se
observo que la mayoria de los HE fueron inhibidos por todos los demas, a excepcion de
Xylaria Gpo. 1, que no alteré su TC; frente a los HE del género Colletotrichum. En
cambio, en relacién a los testigos laterales, uUnicamente Cryptosporiopsis sp., Cr.
corticola y Co. gloeosporioides Gpo. 2 fueron inhibidos por todos los demas HE. Otros
HE inhibidos por algunos de los demas fueron G. cingulata, Co. gloeosporioides Gpo. 1,
Paecilomyces sp. y los tres HE del género Xylaria. Por otro lado, Xylaria Gpo. 1 no fue
inhibido por ningin HE, sino estimulado por Co. gloeosporioides Gpo. 2. Otro HE
estimulado fue Xylaria Gpo. 3 al crecer con Cryptosporiopsis sp., G. cingulata, Co.
gloeosporioides Gpo. 1, y Co. gloeosporioides Gpo. 2 (Tablas 9ay b en ANEXO VII).

Interacciones en PDA+EC. Considerando el testigo central, todos los HE redujeron su
TC; al crecer con los demas. En cambio, con el testigo lateral, no todos los HE fueron
inhibidos por los demds, ya que los del género Xylaria se inhibieron principalmente
entre ellos mismos. Xylaria Gpo. 2 fue el Unico estimulado al crecer con
Cryptosporiopsis sp., Cr. corticola, y con los del género Colletotrichum (Tablas 9ay b
en ANEXO VIII).
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6.2.2.4 Efectos y respuestas competitivas de los hongos endofitos

La comparaciéon de las respuestas competitivas de los HE, obtenidas con los
porcentajes de inhibicion de los parametros de crecimiento (Ai, Ar y TCi) en relacion a
los cultivos testigo central y lateral, tanto en PDA como en PDA+EC, mostraron que la
mediana de al menos un HE difirid significativamente de las de los otros, excepto en las
Ai obtenidas en PDA+EC utilizando el testigo central. Al comparar los efectos
competitivos ejercidos por los HE sobre los demas, se encontré que en la mayoria de
los casos, la mediana de al menos un HE fue significativamente diferente a la de los
demds, excepto en las Ai en PDA+EC para ambos testigos utilizados (central y lateral)
(Tabla 3).

Las respuestas y los efectos competitivos también dependieron del parametro de
crecimiento y del tipo de cultivo testigo utilizado en el andlisis estadistico. Por lo
general, los HE del género Cryptosporiopsis presentaron las respuestas competitivas
mas bajas, es decir, resultaron con los mayores porcentajes de inhibicion sobre sus
parametros de crecimiento, mientras que los HE menos inhibidos fueron los del género
Xylaria. Con respecto a los testigos centrales, se observd que Xylaria Gpo. 1,
Paecilomyces sp., G. cingulata, y Cr. corticola mostraron altas repuestas competitivas al
crecer en PDA, pues mostraron Ai mas altas que su testigo, al crecer con al menos uno
de los demas HE. En cambio, cuando los HE crecieron en PDA+EC, Cryptosporiopsis
sp., Cr. corticola, Xylaria Gpo. 2, Paecilomyces sp. y Xylaria Gpo. 1, tuvieron altas
respuestas competitivas; las Ar y las TCi solo mostraron respuestas de inhibicion en
todos los hongos. En cambio, con los testigos laterales, todos los parametros de
crecimiento mostraron que algunos HE fueron estimulados. Por lo anterior, las
respuestas de inhibicion tuvieron valores mucho mas altos cuando se obtuvieron a partir
de los testigos centrales que de los laterales (Fig. 11). Por otro lado, los HE con
mayores efectos competitivos, es decir, los que inhibieron mas el crecimiento de los
demas, fueron Xylaria Gpo. 3, Xylaria Gpo. 1 y Xylaria Gpo. 2, lo cual se observé
particularmente con las As y las TCi, mientras que G. cingulata y los de los géneros
Cryptosporiopsis y Colletotrichum, presentaron escasos efectos competitivos de
inhibicién; en contraste, y como ya se menciond, los efectos competitivos sobre las A;

no variaron entre todos los HE en PDA+EC. Los efectos competitivos, también
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mostraron que Cryptosporiopsis sp., Co. gloeosporioides Gpo. 1 y Paecilomyces sp.,
estimularon a otros HE antes de hacer contacto con ellos, aunque esto Unicamente se
observé en PDA; ademas, de forma similar a lo observado con las respuestas
competitivas, los efectos competitivos de inhibicion fueron mucho mas altos cuando se

calcularon a partir de los cultivos testigo centrales que con los laterales.

Tabla 3. Resultados de la comparacion de las respuestas o los efectos competitivos
entre los hongos enddfitos con la prueba de Kruskal-Wallis

M PC Testigo Kruskal — Wallis
Respuesta Efecto
H Valor p H Valor p
A central 20.94180 0.0073* 20.83598 0.0076*
! lateral 21.94709 0.0050%* 20.00000 0.0103*
central 24.52910 0.0019% 22.91005 0.0035*
PDA As
lateral 25.06878 0.0015%* 22.69841 0.0038*
TC central 25.16402 0.0015%* 22.94180 0.0034*
: lateral 25.03704 0.0015% 22.82540 0.0036*
A central 21.74603 0.0054 19.04762 0.0146
! lateral 22.52910 0.0040%* 20.04233 0.0102
central 25.16402 0.0015% 24.74074 0.0017%*
PDA+EC  A¢
lateral 25.71429 0.0012%#* 24.42328 0.0019%*
TC central 24.89947 0.0016* 24.77249 0.0017%*
' lateral 25.71429 0.0012#* 24.80423 0.0017%*

Valores p de la prueba de Kruskal-Wallis que compara los promedios de los porcentajes de inhibicion
entre HE: * diferencia significativas entre un par de HE; ** diferencias significativas entre 2 pares de HE;
*#* diferencias significativas entre 3 pares de HE.

El andlisis de correlacién de Spearman entre las respuestas competitivas y los
efectos competitivos de los HE, mostré una correlacion significativa en la mayoria de los
casos, excepto entre los efectos y las respuestas sobre las Ai de los HE calculadas a
partir de ambos tipos de cultivos testigo, tanto en PDA como en PDA+EC. Todos los
indices de correlacion (rs) que mostraron correlaciones significativas tuvieron valores
negativos, lo que indica que la respuesta de los HE a la presencia de otro, es
inversamente proporcional al efecto que los HE ejercen sobre los demas después de
gue los micelios se tocan (Tabla 4).
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Los indices de correlacion (rs) y de determinacion (rs?) entre las respuestas y
entre los efectos competitivos que fueron significativos, fueron muy similares al utilizar
tanto los cultivos testigo centrales como los laterales en medio de cultivo PDA, pero
variaron entre ambos testigos en PDA+EC, pues en este ultimo medio de cultivo dichos
indices fueron mayores utilizando el testigo lateral que al utilizar el central (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del analisis de correlacion de Spearman entre las respuestas y los
efectos competitivos de los hongos endofitos

M PC Testigo Correlacion efecto vs respuesta
I's rs? Valor p
central -0.24 0.057 0.23
Ai lateral -0.11 0.012 0.59
central -0.89 0.79 0.000
PDA At
lateral -0.88 0.77 0.000
central -0.87 0.76 0.000
TG lateral -0.84 0.70 0.000
central 0.26 0.067 0.19
Ai lateral 0.35 0.12 0.07
PDA+EC A, central -0.70 0.49 0.000
lateral -0.84 0.70 0.000
central -0.75 0.56 0.000
TG lateral -0.84 0.70 0.000

Los indices de correlacion (Is) y de determinacion (rs?) subrayados indican una relacion significativa entre
los efectos y las respuestas competitivas de los HE.

Debido a que todos los datos expuestos arriba indicaron que los porcentajes de
inhibicion (PI) fueron sobreestimados al utilizar el testigo central en la comparacion
estadistica, y por lo tanto, también lo fueron las respuestas y los efectos competitivos
calculados a partir de dicho testigo, el analisis de correlacibn de Spearman entre la
frecuencia de aislamiento de los HE y los promedios de las repuestas competitivas o de
los efectos competitivos de los mismos, solo se realizé con los datos obtenidos a partir
de los testigos laterales; sin embargo, en ningln caso se encontré una relacion lineal
entre la frecuencia de aislamiento de los HE y las respuestas competitivas o los efectos
competitivos de los tres parametros de crecimiento calculados en la interaccion (Ai, Aty
TCi) ni en PDA, ni en PDA+EC (p> 0.05 en todos los casos, ver gréaficos de correlaciéon
en ANEXO X).
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Fig. 11. Porcentajes de inhibicidon de los pardmetros de crecimiento de los hongos endoéfitos. Los datos
muestran las medianas y los cuartiles (25-75%) de los promedios de los porcentajes de inhibicion de los
parametros de crecimiento que cada HE experimentd por la presencia de los otros (Respuesta competitiva) o
gue cada HE ejercio sobre los demas (Efecto competitivo), obtenidos tanto con los testigos centrales como
con los laterales. Los valores de cada parametro de crecimiento de los distintos HE se enlazan con lineas
discontinuas para indicar que los datos son independientes. Los valores negativos indican respuestas o
efectos de estimulacién. Se observan patrones contrarios entre los efectos y las respuestas competitivas.
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6.2.2.5 indices de dominancia

Cada HE interactu6 con todos los otros de formas distintas, aunque la interaccion
mayoritaria fue el bloqueo mutuo, en la que los HE enfrentados se detuvieron al entrar
en contacto (interaccién 3:3 en la Tabla 4). El crecimiento del micelio de algunos HE
sobre el de otros (desarrollo de micelio invasor) también fue una respuesta frecuente
(interacciones calificadas como 5:2 y 6:1), en tanto que solo pocos HE se inhibieron
mutuamente a una distancia mayor de 2 mm (interaccion 4:4) cuando crecieron en
PDA, por ejemplo Co. gloeosporioides Gpo. 1 con Co. gloeosporioides Gpo. 2,
Paecilomyces sp. con Co. gloeosporioides Gpo. 1, y Paecilomyces sp. con Xylaria Gpo.
3, mientras que esta interaccion no fue observada en PDA+EC. Finalmente, solo Xylaria
Gpo. 2 desarroll6 rizomorfos en PDA+EC, los cuales atravesaron el borde (interaccion
4:3) o casi en su totalidad (interaccion 5:3) a los HE de su mismo género (Tabla 4).

Tabla 5. Interacciones entre los hongos endofitos a 45 dias de iniciado el biensayo

HE B

PDA PDA + EC
HE A 11 2| 3| 4| 5 9| 1| 2| 3| 4| 5 6 7 8| 9
1
2 3:3 3:3
3 3:3(3:3 3:3/3:3
4 3:313:3]3:3 3:313:3]3:3
5 3:313:3[3:3|4:4 3:313:3[3:3|3:3
6 6:2|5:2]5:2|5:2|5:2 6:2|6:2]6:2|6:2|6:2
7 6:2|5:2|5:2|5:2|5:2]| 3.3 6:26:2]5:2|6:2|6:2| 4.3
8 5:2 6'2 5'2 5:2 5'2 3:3 |3:3 6:2 5'2 6'2 5:215:2| 3:3 | 3:5*
9 3:3 4:4 |13:4* 33| 44 | 3:3 3:313:3]34%| 33| 34 |

AvsB 33@@ 44@@ 43( F) 53@@ 5:2@ 61@

En las casillas se muestra la moda de los puntos obtenidos por cada HE en las interacciones por pares (A
vs B). Los dos recuadros muestran los porcentajes en que se present6 cada tipo de interaccién en el total
de las interacciones, mientras que los dibujos de la parte inferior de la tabla, ilustran las caracteristicas
morfoldgicas de cada tipo de interaccion (A vs B). *Las colonias de los HE A y B estan invertidas.

Pese a que los Ip variaron entre HE, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en PDA, pero si fueron encontradas en PDA+EC (Fig.
12). En ambos medios de cultivo, los HE con mayores Ip fueron los del género Xylaria,
seguidos por Paecilomyces sp. Mientras que los HE de los géneros Colletotrichum y

Cryptosporiopsis sp., asi como G. cingulata, tuvieron bajos Ip.
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Fig. 12. Grafica de los Ip de cada hongo enddéfito. Los datos se muestran con la mediana. El andlisis
de Kruskal-Wallis no mostro diferencias significativas entre los Ip de los HE en PDA. En PDA+EC se
encontrd que al menos la mediana de 1 HE fue diferente (H= 25.3 y p= 0.0014). Los Ipb de los HE se

enlazan con lineas discontinuas para indicar que los datos son independientes.

El andlisis de correlacion no mostré una relaciéon lineal entre los indices de
dominancia de los HE y la frecuencia de aislamiento de los mismos a partir de las hojas
de los cafetos de ‘El Mirador’ (p= 0.05, ver graficos de correlacion en ANEXO Xla)

indicando que ambos parametros son independientes.

6.2.3 Bioensayos de interaccién complementarios

6.2.3.1 Bioensayo de captura secundaria de recursos y evaluacion de la
capacidad de reemplazo

Cuatro de los nueve HE evaluados colonizaron significativamente el é&rea
previamente ocupada por otros HE, los 3 del género Xylaria y Paecilomyces sp.;
ademas, estos 4 HE no fueron invadidos por los demas, ni siquiera, por ellos mismos.
En cambio, G. cingulata, las dos cepas de Cryptosporiopsis y las dos de Colletotrichum,
no ocuparon el area donde crecieron previamente otros HE, y hubo casos, en los que
los inéculos de éstos 3 HE fueron cubiertos por los Colonizadores 1 (C1) (Tabla 5). Es
importante mencionar, que Xylaria Gpo. 2 fue el tnico HE que coloniz6 el area ocupada
por los HE de los géneros Glomerella, Cryptosporiopsis y Colletotrichum, vy

frecuentemente, capturé una mayor superficie previamente ocupada por ellos.
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Tabla 6. Resultados del bioensayo de captura secundaria de recursos de los hongos enddfitos

Colonizadores 1 (C1)
1(Cryptosp. 2 (Cryptosp. 3 (Glomerella 4 (Co. gloeosp. 5 (Co. gloeosp. 6 (Xylaria 7 (Xylaria 8 (Xylaria 9 (Paecilom.
sp.) corticola) cingulata) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 3) sp.) Total
C2|1| X 0.58 + 0.07 0.55+0.05 0.42+0.19 0.61+0.14 0.00+0.00 0.00+0.00 0.31+0.00 0.31+0.00 0.35+0.24
210.61+0.03 X 0.52+0.10 0.31+0.00 0.41+0.08 0.00+0.00 0.00+0.00 0.31+0.00 0.31+0.00 0.31+0.22
310.49+0.02 0.52+0.05 X 0.33+0.03 0.37+£0.03 0.00+0.00 0.00+0.00 0.31+0.00 0.31+0.00 0.29+0.20
410.46 +0.03 0.68 +0.02 0.52+0.03 X 0.41+0.03 0.34+0.02 0.00+0.00 0.31+0.00 0.39+0.06 0.36+0.22
5]10.37+£0.01 0.33+0.02 0.31+0.00 0.31+0.00 X 0.00+0.00 0.00+0.00 0.31+0.00 0.31+0.00 0.22+0.16
6(17.83+0.05*** 2.05+0.41 12.13 + 0.80*** 13.62 * 1.38*** 6.67 £ 1.06*** X 0.32+0.00 0.31+0.00 0.47 +0.01 6.66 £ 7.02
7113.31+£0.33*** 13.33+4.56*** 14.28+1.18*** 16.47 + 3.72*** 5.46 £ 2.52%* 0.37£0.02 x 0.31+0.00 0.31+0.00 7.98 £7.08
8|5.56+0.22*** 1.10+0.12 6.04 £ 0.62**  7.15 + 0.30*** 3.79 + 1.30** 0.31+0.00 0.31+0.00 x 0.31+0.00 3.05+2.93
912.36 +0.10 3.55+1.68* 4.48 + 2.40***  8.36 £ 0.87*** 2.84 £ 0.60 0.00+£0.00 1.19+0.43 0.31+0.00 x 2.89+2.70

Los resultados muestran los crecimientos de los HE como colonizadores secundarios (C2) en cm? (Media + Desviacion Estandar). Los asteriscos
(*) indican las diferencias significativas entre el area de los C2 al inicio del bioensayo (tamarfio del in6culo= 3.14 mm?) y las areas obtenidas al final
del bioensayo (p< 0.00 ver ANEXO XII). Los valores menores a 0.31 indican que el inéculo del C2 fue cubierto por el C1.

Fig. 13. Ejemplos de la captura secundaria de recursos de los hongos endéfitos. Los nimeros de cada caja Petri (X") indican a los HE
inoculados, donde: X= C1y n= C2. El apdstrofe indica que es la réplica 2. (1) Cryptosporiopsis sp., (2) Cr. corticola, (4) Co.gloeosporioides Gpo.
1, (5) Co. gloeosporioides Gpo. 2, (6) Xylaria Gpo. 1, (7) Xylaria Gpo. 2 y (9) Paecilomyces sp. La explicacion se encuentra en el texto.
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Dentro de los HE invadidos, Cr. corticola, fue el mas resistente, pues solo fue
cubierto por Xylaria Gpo. 2 y Paecilomyces sp. Otro HE resistente fue Co.
gloeosporioides Gpo. 2, el cual fue invadido por los tres HE del género Xylaria, aunque
las &reas invadidas fueron menores a las areas cubiertas de otros HE como Co.
gloeosporioides Gpo. 1 y Cryptosporiopsis sp. (Fig. 13). Los porcentajes de inhibicién,
mostraron que los HE con mayor respuesta competitiva (principales colonizadores C2
de recursos ocupados por otros HE) fueron, Xylaria Gpo. 2, seguido por Xylaria Gpo. 1,
Xylaria Gpo. 3 y Paecilomyces sp.; mientras que los HE de los géneros Colletotrichum,
Cryptosporiopsis y Glomerella mostraron bajas respuestas competitivas. En cambio, los
HE con mayor efecto competitivo (los que como C1 inhibieron més a los C2), fueron los
3 HE del género Xylaria, Paecilomyces sp., Cr. corticola y Co. gloeosporioides Gpo. 2;
mientras que los HE que mostraron un bajo efecto competitivo, fueron Cryptosporiopsis
sp., G. cingulata y Co. gloeosporioides Gpo. 1 (Fig. 14).

Paecilomyces sp. /

Xylaria Gpo. 3 -—-"

Xylaria Gpo. 2 AN

Xylaria Gpo. 1 -

-
~~o
-~
~=
-~ o

Co. gloeosp. Gpo. 1 -

Co. gloeosp. Gpo. 2 “|

G. cingulata -

Cr. corticola

S - + Respuesta competitiva
Cryptosporiopsis sp. w + Efecto competitivo

55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Inibicién (%)

Fig. 14. Gréfica de respuesta competitiva y efecto competitivo de la captura secundaria de los
hongos endofitos C2. En el eje de las abscisas (vertical — gréfica invertida) se enlistan los HE y en el de
las ordenadas (horizontal), los porcentajes de inhibicion (Pl) del crecimiento de los HE. Los valores se
muestran con los cuartiles del 25 y el 75% de la mediana. La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias
significativas entre las medianas de los HE para el efecto competitivo (H= 25.28 y p= 0.0014) y para la
respuesta competitiva (H= 25.33 y p= 0.014).

El andlisis de correlacion de Spearman mostré una relacion inversamente

proporcional entre las respuestas competitivas y entre los efectos competitivos de los

70


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

HE (r= -0.69, p= 0.000073), pero no mostroé una relacion lineal entre alguno de estos
dos parametros y la frecuencia de aislamiento de los HE (p= 0.05, ver graficos de
correlacion en ANEXO XIb), indicando que son independientes.

Al terminar este bioensayo se hicieron subcultivos a partir de las cajas Petri en
las que se habia observado una captura secundaria de recursos exitosa, por lo tanto,
cada in6culo tomado de éstas cajas contenia el micelio de dos HE (Fig. 15): al HE C2
gue capturd los recursos ocupados por otros HE (comportdndose como un hongo
invasor) y al HE C1 que fue invadido por el primero (hongo invadido). Los principales
HE invasores lograron desplazar a los invadidos en un 46.25% de los casos. El HE
invasor que mas reemplazo a otros fue Xylaria Gpo. 2, seguido por Xylaria Gpo. 1. De
los HE invadidos, G. cingulata y los del género Cryptosporiopsis fueron reemplazados
con mas frecuencia por los invasores. Por otra parte, en el 17.5% de los casos, algunos
HE crecieron antes que el HE invasor (reemplazo parcial - P), por lo que cubrieron
primero la caja Petri; sin embargo, a los 20 dias, algunos de estos HE ya habian sido
cubiertos por el invasor. Todos los HE invasores reemplazaron solo parcialmente a
algunos de los hongos que invadieron, pero esto fue mucho mas frecuente cuando
Xylaria Gpo. 3 fue el invasor, principalmente, al crecer con Cr. corticola y G. cingulata
(Tabla 6).

Tabla 7. Resultados de la capacidad de reemplazo de un hongo enddfito por otro

Colonizador 2
Colonizador 1 CP | Xylaria G1 | Xylaria G2 | Xylaria G3 | Paecilomyces sp.

i ! i ! i ! i !

Cryptosporiopsis sp. 1 R R R R R R E E
2 R R R R R R E E

Cr. corticola 1 P R R R S P E E
2 P R R R S P E E

G. cingulata 1 0 R R R S P E E
2 R R R R S P E E

Co. gloeosp. Gpo. 1 1 0 0 R R P S P P
2 R 0 R R S S P R

Co. gloeosp. Gpo. 2 1 R R R R S S E R
2 P P S P S P E R

Las flechas indican si el indculo se coloc6 con el micelio hacia arriba 1 o hacia abajo |, a los 5 dias de
revision. R= reemplazo; E= entremezclado; P= reemplazo parcial; S= No hubo reemplazo y 0= No creci6
ninguno de los dos HE; cP= caja Petri 1 0 2.
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Fig. 15. Ejemplos de la evaluacion del reemplazo de un hongo endofito por otro. Los nimeros de las
cajas Petri indican qué HE estaban juntos en los cultivos de los que se obtuvieron los inéculos: X", donde:
X=no. del C1 invadido y n= no. del C2 invasor: (1) Cryptosporiopsis sp., (2) Cr. corticola, (3) G. cingulata,
(4) Co. gloeosporioides Gpo. 1, (5) Co. gloeosporioides Gpo. 2, (6) Xylaria Gpo. 1, (7) Xylaria Gpo. 2, (8)
Xylaria Gpo. 3 y (9) Paecilomyces sp.; las flechas (1]) indican la colocacion hacia arriba o abajo del
inoculo. Las letras dentro del circulo blanco indican: reemplazo total (R) o parcial (P) del hongo invadido
por parte del invasor; entremezclado de los micelios de ambos hongos (E), y el crecimiento normal (N) o
anormal (A) del HE a los 20 dias. La primera y la tercer columna de fotografias muestran la emersion de
los HE alos 10 dias, y la segunda y cuarta columna, el estado de las cajas Petri a los 20 dias.
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Por otro lado, también se present6 un entremezclado entre los micelios en el
17.5% de los casos, lo cual se observé particularmente cuando Paecilomyces sp. fue el
HE invasor y los HE del género Cryptosporiopsis, los invadidos.

Una observacién interesante fue que en el 13.75% de los casos, hubo HE que no
fueron reemplazados por los invasores, y solo ellos crecieron en el nuevo medio de
cultivo. Sin embargo, a los 20 dias ya se habian desarrollado algunos invasores en
estas cajas Petri y solo el 6.25% siguieron sin el invasor. Contrario a lo esperado, esta
respuesta fue mas frecuente cuando Xylaria Gpo. 3 fue el HE invasor, ya que en
muchos casos solo el invadido crecio, particularmente, cuando el invadido era un HE
del género Colletotrichum, los cuales crecieron primero en el medio, indicando que no
fueron reemplazados. Finalmente, hubo una respuesta que no se esperaba, pues en el
5% de los casos ningun HE emergi6 del in6culo colocado en la caja Petri, pese a que
los micelios se veian frescos, y aunque a los 20 dias ya habia emergido alguno de los

dos, en el 3.75% de los casos no crecié ninguno a los 20 dias.

6.2.3.2 Bioensayo de crecimiento en PDA con filtrado de medios de cultivo

El filtrado de cada HE afadido al medio de cultivo alterd significativamente el
crecimiento de al menos un HE en ambas concentraciones utilizadas (25% y 50%) en
comparacion con el testigo (PDA) (Tabla 7). Con la concentracion del 25%, el 41.66%
de los HE fue inhibido por los filtrados de algunos HE, y el 4.1% de los HE fue
estimulado por ellos. Xylaria Gpo. 1 fue inhibido por mayor cantidad de filtrados de los
HE, seguido por Co. gloeosporioides Gpo. 2, Cr. corticola y Xylaria Gpo. 3; los HE
inhibidos por la menor cantidad de fueron: Cr. corticola, Xylaria Gpo. 2, Co.
gloeosporioides Gpo. 1 y Paecilomyces sp. Por el contrario, Xylaria Gpo. 3 fue
estimulado al crecer con el filtrado de Paecilomyces sp., mientras que Paecilomyces
sp., fue estimulado al crecer con los filtrados de Cr. corticola y Xylaria Gpo. 2. Con la
concentracion del 50%, se inhibié significativamente el crecimiento del 73.61% de los
HE. En esta concentracion, Co. gloeosporioides Gpo. 2, fue el unico HE inhibido por el
filtrado de todos los demas, seguido por Co. gloeosporioides Gpo. 1, Xylaria Gpo. 1y
Xylaria Gpo. 3; mientras que Paecilomyces sp., y los HE del género Cryptosporiopsis
fueron inhibidos por un menor numero de filtrados de los HE.
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Tabla 8. Crecimiento de los HE, al ser cultivados en PDA + filtrado del caldo de cultivo de los demé&s hongos endéfitos

Filtrado de HE

(Testigo) [ 1(Cryptosp. 2 (Cryptosp. 3 (Glomerella 4 (Co. gloeosp. 5 (Co. gloeosp. 6 (Xylaria 7 (Xylaria Gpo. 8 (Xylaria 9 (Paecilom.
HE PDA sp.) corticola) cingulata) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 1) 2) Gpo. 3) sp.)
Concentracion 25%
1| 19.13+0.68| X 18.52 £ 0.32 19.02 £ 0.10 19.01£0.14 16.69 £ 0.17** 16.53 £ 0.74** 17.23 + 0.48** 15.67 £ 0.64*** 18.61+0.11
2| 18.41+1.33|17.88+1.18 X 19.14 £ 0.10 15.28 £ 0.56 16.33+1.08 16.81 £ 0.43 21.06 £ 0.25 17.18 £ 2.42 16.48 £ 2.35
3| 22.35+0.29|17.52+1.26** 15.68 £ 0.28*** X 17.25 £ 0.07** 17.49 + 0.58*** 13.06 £ 0.54*** 20.05 £ 0.12** 20.87 £ 1.37 22.34+£0.13
4| 17.93+051]15.93+£0.53* 17.36+£0.27 16.48 £ 0.16 X 16.59 £ 0.16 16.84 £ 0.88 17.74+1.24 13.51 £ 0.52** 17.62 + 0.47
5| 17.92+0.12|14.68 +0.28*** 15.31 £ 0.23*** 14.56 £ 0.18*** 14.30 + 0.06*** X 15.08 £ 0.08*** 18.22 £ 0.18 15.22 +£ 0.48** 18.01 + 0.19
6| 17.12+0.93]13.76 £ 0.08*** 15.92 +0.15 11.48 £ 0.08** 13.51+1.77** 14.13+0.46"* X 14.16 £ 0.40"** 14.49 +0.12** 15.44+0.25
7| 10.14+0.62(9.12+0.52 7.73+£0.23**  9.66 £ 0.41 9.26 + 0.38 10.31 £ 0.07 9.52 + 0.55 X 9.52 + 0.50 9.64 + 0.45
8 6.50+0.40|5.45+0.11*** 557 £ 0.04***  5.86 + 0.08** 5.91+0.12* 5.20+0.22**  6.14+0.04 6.81 + 0.07 X 7.10 £ 0.07*
ol 431+018[4.23+0.08 4.64 + 0.14* 4.41 +0.06 4.52+0.12 4.29 +0.03 4.28+0.18 4.88+0.10"*  4.45+0.15 X
Concentracion 50%

1 X 17.75 £ 0.07 17.49 £ 0.17* 13.74 £ 0.67** 17.05+0.04* 16.16 £ 0.16*** 18.61+0.14 13.58 £ 1.27*** 17.03 £ 0.59**
2 15.74 + 0.59 X 15.68 £ 0.19 11.91 £2.89** 12.66 + 0.52**  13.83 + 1.52* 20.20+0.35 13.73 £ 2.67* 15.01 £ 0.53
3 18.99 £ 0.27** 18.09 + 0.20*** X 16.92 £ 0.16*** 15.72 + 0.91** 13.87 £ 0.20*** 20.92 £ 0.08 20.80 £ 0.35 22.31+0.29
4 14.82 £ 0.23** 15.00 + 0.25*** 15.75+0.32* X 14.11 £ 0.06*** 15.72 +0.06** 18.51+0.21 12.60 £ 0.08*** 15.67 £ 1.01**
5 11.44 £ 0.06*** 12.04 + 0.22*** 12.03 £ 0.15*** 7.49 + 0.67** X 12.01 £ 0.04*** 16.76 £ 0.32*** 1549 + 0.17** 16.98 + 0.13**
6 10.96 £ 0.23** 12.31+1.14** 12.31+0.35*** 3.90+0.08***  10.52+0.39** ¥ 12.59 £ 0.44** 11.82+1.02*** 17.88+0.12
7 9.27 £ 0.37 8.91 + 0.41* 9.62 +0.19 5.75+0.10***  8.45+ 0.26**  7.82+0.07** X 8.77 £ 0.32** 8.12 + 0.43***
8 5.19 £+ 0.06**  5.16 £ 0.06***  5.44 £ 0.04***  4.48 + 0.03**  4.50 £ 0.09*** 552+ 0.02** 6.51+0.41 X 5.98 + 0.18*
9 4.18 + 0.06 4.33+£0.09 4.16 + 0.15 3.43 £0.02***  3.80£0.07***  4.02 + 0.05 4.44 + 0.06 3.85+£0.11*** x

Resultados del ANOVA de una via (o= 0.05) que compara el crecimiento final de cada HE en PDA, con el obtenido en PDA mas el filtrado del
medio de cultivo acuoso de los deméas HE a dos concentraciones (25 y 50%) (p< 0.00, ver ANEXO XIll). Los valores se presentan con la

desviacién estandar de la media (media + DS). HE= Hongo enddfito evaluado; * diferencias significativas con respecto del testigo (PDA) que es el

mismo para las dos concentraciones de filtrado utilizadas.
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Los porcentajes de inhibicién (PI) de la mayoria de los HE fueron dependientes
de las dosis de los filtrados afiadidos al medio de cultivo (a mayor concentracion,
mayores Pl), tanto en los efectos alelopéticos de los filtrados, como en las respuestas a
estos filtrados. Las respuestas a los alelopéaticos de los HE mostraron diferencias
significativas, dependiendo de los filtrados, en ambas concentraciones de los mismos
(Fig. 16). Con la concentracion del 25%, los HE més inhibidos por los filtrados de los
demas fueron G. cingulata, Xylaria Gpo. 1 y Co. gloeosporioides Gpo 2; en cambio los
HE menos inhibidos fueron Cr. corticola, Xylaria Gpo. 3, Xylaria Gpo. 2, Co.
gloeosporioides Gpo. 1 y Cryptosporiopsis sp., con Pl menores al 10%. Paecilomyces
sp. fue el Unico HE estimulado por los filtrados de algunos otros. Con la concentracion
del 50%, los HE mas inhibidos fueron Xylaria Gpo. 1 y Co. gloeosporioides Gpo. 2, pues
sus crecimientos se redujeron en mas del 25%, mientras que el HE menos inhibido por

los filtrados, fue Paecilomyces sp., con una reduccién de su crecimiento menor al 10%.

p HH T Respuesta (50%) L F Efecto (50%)
": + Respuesta (25%) ";'_‘ + Efecto (25%)
X3 T ¥ m—
Xz . W
: H
Xi g “ R
H A
Ge ~ 1| : i [
Cc N l/ii . H “‘IH
" [ ]
Cep [ H

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Respuesta a los alelopéticos Efecto alelopatico
Inhibicién (%)

Fig. 16. Gréaficas de respuesta y efecto de los HE en el bioensayo con los filtrados de los demas
hongos. En el eje de las abscisas (vertical, gréfica invertida) estan las iniciales de los HE, y en el de las
ordenadas, los porcentajes de inhibicién (PI) que cada HE experimentd debido a los filtrados (respuesta a
los alelopéticos) o que el filtrado de cada HE ocasioné en los demas HE (efecto alelopatico). La prueba
de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas entre las medianas de los PI de los HE para los efectos
alelopaticos de los filtrados a la concentracion del 50% (H= 24.39 p= 0.0020) y del 25% (H= 20.49 p=
0.0086), asi como en las respuestas de los HE a los filtrados de los demds a la concentracion del 50%
(H= 23.75 p= 0.0025) y del 25% (H= 23.72 p= 0.0025). Las lineas discontinuas indican que los datos
enlazados son independientes.
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También se encontraron diferencias significativas entre los efectos alelopaticos
de los HE en ambas concentraciones de los filtrados. Con la concentracion del 25%, la
mayoria de los filtrados inhibieron de un 5 a un 10% el crecimiento de los demas,
mostrando en general, un bajo efecto alelopético; Paecilomyces sp. y Xylaria Gpo. 2
mostraron un efecto alelopatico cercano a cero. Con la concentraciéon del 50%, el
filtrado de Co. gloeosporioides Gpo. 1 mostro el efecto alelopético més alto con un Pl
promedio de 39.7 sobre el crecimiento de otros HE; los filtrados de Co. gloeosporioides
Gpo. 2 y Xylaria Gpo. 1, inhibieron en 23.9% y 21% el crecimiento de otros HE, y los
filtrados de Cryptosporiopsis sp., C. corticola y Xylaria Gpo. 3, inhibieron en 12.7, 11 y
11.1% respectivamente el crecimiento de otros HE; en tanto que los filtrados de Xylaria
Gpo. 2, Paecilomyces sp. y G. cingulata fueron los de menor efecto alelopéatico.

El analisis de correlacion, no mostré una relacion entre los efectos alelopaticos
de los filtrados y las respuestas de los HE hacia los filtrados de los demas en ambas
concentraciones (concentracion del 50%, r= 0.211 y concentracion del 25%, r= 0.427,
p< 0.05) indicando que el efecto ejercido por el filtrado de cada HE sobre los demas es
independiente de la respuesta mostrada por cada HE a los filtrados de los demas. Sin
embargo, se encontrd una relacién lineal significativa entre la frecuencia de aislamiento
de los HE y la respuesta de los HE a los alelopéaticos de los filtrados con la
concentracion del 25% (rs= 0.78, rs>= 0.61, p= 0.013) (ver ANEXO XI).

6.2.4 Jerarquizacion de los hongos endéfitos de acuerdo a su desempefio general

Restando el promedio de las respuestas competitivas del promedio de los
efectos competitivos que los HE mostraron en los bioensayos de captura primaria y
secundaria de recursos; asimismo, considerando el efecto alelopatico de los filtrados
del medio de cultivo, y la respuesta de cada HE a estos filtrados, se obtuvo la
jerarquizacion del desempefio de los HE (Fig. 17).

Los HE que mostraron el mejor desempefio fueron Xylaria Gpo. 3, Xyaria Gpo. 1,
Xylaria Gpo. 2 y Paecilomyces sp. debido, principalmente, a que mostraron un alto
efecto competitivo sobre los otros HE, asi como una alta respuesta competitiva o
resistencia a la inhibicion ocasionada por el micelio de los demas; en contraste, los HE
con un desempefio mas pobre, fueron Cr. corticola, G. cingulata, Co. gloeosporioides
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Gpo. 2, Cryptosporiopsis sp. y Co. gloeosporioides Gpo. 1, debido a su baja respuesta

competitiva o alta susceptibilidad a la inhibicion ocasionada por los demas.

Paecilomyces sp. Y — j | ; ] E;eslimpeﬁo general
Xylaria Gpo. 3 8 ‘ — ; 1 o R:stZesta
Xylaria Gpo. 2 7 [ — ; ]
Xylaria Gpo. 1 6 ‘ : ; ]
Co. gloeosporioides Gpo. 2 : 5 ‘ ‘ 1 ,
Co. gloeosporioides Gpo. 1 ] | | 1 |
G. cingulata : ‘ 3 j j 1 —
Cr. corticola ‘ Z j % ! |
Cryptosporiopsis sp. ‘ T | ‘. ‘ |
-10.00 0.00 10‘.00 20‘.00 30‘.00 40.00

Inhibicién (%)

Fig. 17. Jerarquizacién de la capacidad competitivay potencial alelopéatico de los hongos
endofitos. Los valores negativos indican una bajo desempefio general de los HE.

6.3 Inoculacién de hongos endéfitos en hojas de plantas de café

Los bioensayos en los que se inocularon hojas unidas a las plantas con las
suspensiones elaboradas con micelio fresco de los HE, mostraron porcentajes de
colonizacion muy bajos, por lo que Unicamente se calcul6 el porcentaje de colonizacién
de las plantas enteras. En cambio, con las suspensiones de esporas se obtuvieron
porcentajes de colonizacibn mas altos tanto en hojas desprendidas como en hojas
unidas a las plantas. Para exponer los resultados de estos bioensayos, se ordené a los
HE de acuerdo al desempefio que mostraron en los bioensayos de interaccion (Fig. 17).

6.3.1 Colonizacion de plantas inoculadas con suspensién de micelio

Los HE que emergieron de los segmentos de las hojas inoculadas con la
suspension ligera a base de micelio (25 mg/mL), fueron muy escasos (<0.5%) por lo
gue no se muestran los resultados, en cambio, con la suspensién concentrada de
micelio (50 mg/mL), se recuperaron 5 de los 9 HE inoculados en las hojas de las
plantas de café, aunque con diferentes porcentajes de colonizacién (Tabla 8).
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Los HE recuperados de los tejidos foliares incluyeron principalmente a los tres
hongos del género Cryptosporiopsis, y en menor grado a Co. gloeosporioides Gpo. 2 y
a Paecilomyces sp.; mientras que, contrario a lo esperado, los HE del género Xylaria,
con mayor capacidad competitiva, no fueron recuperados de los segmentos de hojas,
asi como tampoco se logro aislar nuevamente a Co. gloeosporioides Gpo. 1.

En algunos HE se observd que el porcentaje de colonizacién en la planta
(PCpianta) aumento con el tiempo, aunque en el periodo de 30 dias se detecté una baja
en la colonizacion de 4 hongos establecidos como endéfitos con relacion al periodo de
18 dias. Combinando los 4 periodos de revision, los HE con mayor PCpianta fueron
Cryptosporiopsis sp., seguido de G. cingulata y Cr. corticola, mientras que Co.
gloeosporioides Gpo. 2 y Paecilomyces sp., mostraron los menores PCpianta.

Tabla 9. Porcentaje de colonizacién de los HE en plantas inoculadas con suspension
de micelio, a diferentes tiempos después de la inoculacion (60 segmentos/planta)

Dias post-inoculacion

18 30 60 90 total
Xylaria Gpo. 3 0 0 0 0 0.0
Xylaria Gpo. 1 0 0 0 0 0.0
Xylaria Gpo. 2 0 0 0 0 0.0
Paecilomyces sp. 6.9 3.7 5 6.7 5.6
Co. gloeosporioides Gpo. 1 0 0 0 0 0.0
Cryptosporiopsis sp. 13.2 10 26.7 35 21.2
G. cingulata 10.5 51 11.7 21.7 12.3
Co. gloeosporioides Gpo. 2 1.3 0 8.3 10 4.9
Cr. Corticola 5.2 8.1 18.3 15 11.7

6.3.2 Colonizacion de plantas inoculadas con suspension de micelio y distintas

técnicas de inoculaciéon

Con todos los procedimientos de inoculacion se detectd el establecimiento de HE

en las hojas de las plantas de café, aunque con diferente eficacia. Con el tratamiento 2
(suspension concentrada (SC) + tween20 en hojas intactas), se establecieron como
endofitos cinco de los nueve evaluados, mientras que con los tratamientos 3 (SC + agar
en hojas intactas), 1(SC en hojas intactas) y 4 (SC en hojas perforadas), se detectd
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la presencia de 4, 3 y 2 HE distintos respectivamente, sin embargo, los de mayor
porcentaje de colonizacion fueron favorecidos por el tratamiento 1 (Tabla 9).

Cryptosporiopsis sp. y Cr. corticola fueron los Unicos HE que se aislaron de los
segmentos de hojas tratadas con todos los tratamientos de inoculacion; mientras que
Paecilomyces sp. se aislo de las hojas con tres de los tratamientos (1, 2 y 3), G.
cingulata se aislé de dos tratamientos (2 y 3) y Co. gloeosporioides Gpo. 1 de un solo
tratamiento (2). En todos los tratamientos de inoculacion, Cryptosporiopsis sp., fue el
HE con mayor porcentaje de colonizacion seguido por Cr. corticola.

Tabla 10. Porcentajes de colonizacion para cada tratamiento de inoculacién (20
segmentos por hoja/60 segmentos por tratamiento)

Tratamientos de inoculacion

HE 1 2 3 4 total
Xylaria Gpo. 3 0 0 0 0 0
Xylaria Gpo. 1 0 0 0 0 0
Xylaria Gpo. 2 0 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 5 3.3 3.3 0 2.9
Co. gloeosporioides Gpo. 1 0 1.7 0 0 0.4
Cryptosporiopsis sp. 23.3 18.3 11.7 13.3 16.7
G. cingulata 0 3.3 3.3 0 1.7
Co. gloeosporioides Gpo. 2 0 0 0 0 0
Cr. corticola 10 5 3.3 1.7 5

6.3.3 Colonizacion de hojas desprendidas con suspension de esporas

La comparacion de los porcentajes de colonizacion de las hojas, considerando
por separado cada factor utilizado (var. de cafeto y exposicién a la luz), no mostrd
diferencias significativas entre los nueve HE (Fig. 18a); en cambio, combinando estos
dos factores, se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de
colonizacion de las hojas de los cinco HE que produjeron esporas (Fig. 18b). Entre los
5 HE utilizados, Co. gloeosporioides Gpo. 2 tuvo la mayor capacidad de colonizacién,
seguido por Cryptosporiopsis sp. y G. cingulata, mientras que Cr. corticola tuvo un
porcentaje de colonizacion media, y Paecilomyces sp., muy baja (Fig. 18b).

Al analizar cada factor por separado (var. de cafeto y exposicion a la luz) y
considerando a todos los HE, se observé que los porcentajes de colonizacion de los
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mismos fueron mayores en los cafetos de la var. Typica que en la Bourbon, en tanto

que la exposicion a la luz no fue determinante en el proceso de colonizacion (Fig. 18a).
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Fig. 18. Porcentaje de colonizacion de las hojas por los hongos endéfitos (PChgja). (8) No se
encontraron diferencias significativas por la exposicion de la luz, pero si por la var. de cafeto (H= 4.11 p=
0.042). (b) El analisis Kruskal-Wallis mostrd diferencias significativas entre los 5 HE que produjeron
esporas combinando los factores (var. de cafeto y exposicion a la luz) (H= 42.83 y p= 0.00000).

En cambio, al comparar los porcentajes de colonizacion que cada HE presentd
en las distintas condiciones (combinacion de los dos factores, efecto de la variedad del
cafeto y la exposicion a la luz), sobre diferentes aislados de un mismo HE, se
encontraron diferencias significativas en dos de los cinco HE inoculados (Fig. 19).

120
ab b
100 =]
; a @
_ 80 % L % b
S
R % T - :
12 a
S 40 a
g a
N
= 20
i)
(]
O 0
ﬂ ﬂ ﬂ [BBourbon-Luz
20 |8 Bourbon-Oscuridad
Paecilomyces sp. G. cingulata, C. corticola @] Typica-Luz
Cryptosporiopsis sp. C. gloeosporioides 2 0| Typica-Oscuridad

Hongos endofitos

Fig. 19. Porcentaje de colonizacion de las hojas para cada hongo endéfito (PChoja). El andlisis de
Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas entre los PCnoja de Cr. corticola segun la var. de cafeto (H=
3.97, p= 0.96) y dentro de cada variedad, para la exposicién a la luz (H= 4.09, p= 0.43), mientras que en
Co. gloeosporioides, el PChoja Solo tuvo diferencias significativas para la var. de cafeto (H= 4.35, p= 0.036).
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Cr. corticola, mostré un mayor porcentaje de colonizacién en las hojas de los cafetos de
la var. Typica comparado con las de la Bourbon, cuando las hojas inoculadas
permanecieron en la oscuridad. Co. gloeosporioides Gpo. 2, también mostré un mayor

porcentaje de colonizacion en las hojas de la var. Typica que en las de la Bourbon.

6.3.4 Colonizacion de plantas de café con suspension de esporas de
Cryptosporiopsis sp. y Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2

Ambos HE fueron detectados en todas las plantas inoculadas, y en general, en
las hojas de las tres partes de las plantas (superior, media e inferior); sin embargo,
aunque los porcentajes de colonizacién de los HE aparentemente fueron distintos, no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Fig. 20).

Aln asi, se observaron algunas tendencias en los porcentajes de colonizacion de
los HE. Por ejemplo, de manera general, Co. gloeosporioides Gpo. 2 mostré6 mayor
capacidad de colonizacién que Cryptosporiopsis sp. (Fig. 20a), y considerando por
separado las hojas de las distintas partes de las plantas, Co. gloeosporioides Gpo. 2
colonizé en mayor grado las hoja medias, mientras que Cryptosporiopsis sp., colonizo
mayoritariamente las hojas inferiores. Por lo anterior, Cryptosporiopsis sp. se establecio
de manera mas homogénea entre las distintas partes de las plantas (Fig. 20b), y fue el

unico HE que se recupero de las tres partes de una misma planta.
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Fig. 20. Porcentajes de colonizacién de Co. gloeosporioides Gpo. 1 y Cryptosporiopsis sp. En la
planta (Izquierda) y en las hojas unidas a las plantas (Derecha). EI ANOVA no mostrd diferencias
significativas entre los porcentajes de colonizacion de los HE en la planta completa (F= 0.030 y p= 0.86),
ni por la posicién de las hojas dentro de las plantas (F= 1.18 y p= 0.33).
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6.4 Bioensayos de hongos endofitos vs Hemileia vastatrix

6.4.1 Bioensayo in vitro. Efecto de los hongos endéfitos sobre la germinacién de

las urediniosporas de Hemileia vastatrix

Algunos HE evaluados tendieron a inhibir la germinacién de las urediniosporas
de H. vastatrix, mientras que otros tendieron a estimularla; sin embargo, la mayor parte

de los efectos observados no fueron estadisticamente significativos (Fig. 21).

La comparaciéon de los porcentajes de germinacién de las urediniosporas que se
colocaron sobre el papel celofan de las cajas Petri donde los HE crecian, en relacién al
Testigo general (caja Petri sin HE), mostr6 que solo la presencia de G. cingulata, redujo

o0 inhibio significativamente el porcentaje de germinacion de las mismas.
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Fig. 21. Gréfico de los porcentajes de germinacion de las urediniosporas de Hemileia vastatrix
(Qurediniosporas). LOS datos muestran la desviacion estandar de la media. EI ANOVA de dos factores mostro
diferencias significativas entre 10S Qurediniosporas de 10s diferentes HE (F= 8.70, p=0.0000), pero no entre la
germinacioén de las esporas que crecieron sobre los HE y las que crecieron sobre la zona libre de éstos
(F= 0.017, p= 0.89). *Indica las diferencias significativas entre la germinacién de todos los tratamientos y
el Testigo general (caja Petri sin HE). Las lineas discontinuas indican que los datos son independientes.

Por otro lado, aunque los porcentajes de germinacion de las urediniosporas
fueron aparentemente diferentes entre los HE evaluados, no se encontraron diferencias
significativas entre las urediniosporas que germinaron sobre el papel celofan que
estaba encima de los respectivos HE, y las que se colocaron sobre el celofan que se
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encontraba en el area libre de micelio. Aqui, es importante mencionar que aungque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de los casos, G.
cingulata y Paecilomyces sp., tendieron a inhibir la germinacién de las urediniosporas
gue estaban sobre ellos, mientras que los HE del género Colletotrichum, tendieron a
estimular la germinacioén de las urediniosporas (Fig. 21).

6.4.2 Bioensayo de inoculacion de los hongos endéfitos y Hemileia vastatrix
sobre hojas desprendidas

Catorce de las 40 hojas utilizadas en este bioensayo, se necrosaron
completamente antes de que los sintomas de roya pudieran aparecer en las hojas
inoculadas con las urediniosporas (necrosis prematura). Once de estas catorce hojas
habian sido inoculadas tanto con un respectivo HE como con las urediniosporas de H.
vastatrix, y posteriormente experimentaron necrosis, sin embargo, cuatro de las hojas

necrosadas solo habian sido inoculadas con los HE (Tabla 10).

Otras dos hojas inoculadas solo con HE, sufrieron necrosis en al menos el 50%
de su tejido y otras seis en el 20% de su tejido. De las hojas inoculadas solo con
endofitos que presentaron lesiones, las mas dafiadas fueron las inoculadas con G.
cingulata, Cr. corticola, y particularmente con Cryptosporiopsis sp. (Fig. 22); sin
embargo, en casi todas las hojas, Unicamente inoculadas con los distintos HE, se
desarrollaron lesiones, excepto en las inoculadas con propagulos de Co.

gloeosporioides Gpo. 2 y Xylaria Gpo. 3.

Fig. 22. Hojas tratadas con los hongos endofitos y/o con Hemileia vastatrix. (a) Hoja inoculada con
Cryptosporiopsis sp.+ H. vastatrix; (b) Hoja inoculada con Paecilomyces sp. + H. vastatrix; (c) Hoja
inoculada solo con H. vastatrix y (d) Hoja sin HE y sin H. vastatrix (Testigo) inoculada Unicamente con
agua destilada estéril.
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Tabla 11. Sintomatologia de las hojas inoculadas con hongos endoéfitos y H. vastatrix

Otros sintomas (%) No. de lesiones (roya) ] ) ]
HE | Hv | Rev. _ Comentario | HEi | HEni | B
Cl N M Inicio (dias) | Cl | Pu | N
0 - 64 0 0 0 - - - - Hoja sana - 0 1
- 64 0 0 0 - - - - Hoja sana - 0 1
+ 64 25 15 0 0 0 |0 0 Sin roya - 1 1
+ 64 0 0 0 0 0 0 0 Hoja sana - 1 1
1 - 50 20 100 15 - - - - N prematura 5 1 1
- 20 0 100 25 - - - - N prematura 3 1 1
+ 20 0 100 30 - - - - N prematura 1 1 1
+ 20 0 100 15 - - - - N prematura 5 1 1
2 - 30 0 100 0 - - - - N prematura 3 1 1
- 64 20 60 20 - - - - 1 1 1
+ 64 0 95 75 - - - - N prematura 0 1 1
+ 30 0 100 0 - - - - N prematura 2 1 1
3 - 64 10 25 10 - - - - 1 1 1
- 30 0 100 0 - - - - N prematura 0 1 1
+ 64 0 0 0 0 0 0 0 Hoja sana 0 1
+ 30 0 100 0 - - - - N prematura 1 1 1
4 - 64 0 0 0 - - - - Hoja sana 0 1 1
- 64 10 25 0 - - - - 0 1 1
+ 64 0 35 0 43 1 2 4 Hoja conroya | 0 1 1
+ 40 0 100 30 - - - - N prematura 0 1 1
5 - 64 0 0 0 - - - - Hoja sana 3 1 1
- 64 0 0 0 - - - - Hoja sana 6 0 1
+ 64 0 0 0 0 0 0 0 Hoja sana 3 1 1
+ 64 5 2 35 2 4 0 Hoja con roya | 4 1 1
6 - 64 10 20 15 - - - - 0 0 1
- 64 15 35 10 - - - - 0 0 1
+ 40 0 100 0 - - - - N prematura 0 1 1
+ 64 5 35 35 0 0 |0 0 0 1 1
7 - 64 5 50 35 - - - - 0 1 1
- 64 5 35 20 - - - - 0 1 0
+ 20 0 100 0 - - - - N prematura 0 1 0
+ 20 0 100 0 - - - - N prematura 0 1 0
8 - 64 0 0 35 - - - - 0 1 1
- 64 0 0 20 - - - - 0 1 1
+ 64 5 15 0 43 5 6 0 Hoja conroya | 0 1 0
+ 64 0 100 0 - - - - N prematura 0 1 0
9 - 64 0 0 0 - - - - Hoja sana 2 1 1
- 64 10 20 0 - - - - 0 1 1
+ 50 0 100 0 - - - - N prematura 4 1 1
+ 64 0 0 0 35 9 12 5 Hoja con roya | O 1 1

La tabla se divide en 4 secciones principales: (1) tratamientos: HE= Hojas no inoculadas (0) o inoculadas
con cada uno de los 9 hongos endofitos (1-9) y Hv= hojas no inoculadas (-) o inoculadas (+) con Hemileia
vastatrix. (2) Porcentaje de tejido foliar con sintomas de dafio observados antes de la aparicion de los
sintomas de la roya: Rev. = NUmero de dias en los que se reviso y registrd la condicion de las hojas
después de inoculadas con los hongos endofitos (seguimiento de 4 semanas); Cl= Clorosis; N= Necrosis;
M= Presencia de micélio epifito. (3) Sintomas o lesiones de roya: Inicio (dias)= NUmero de dias en los
gue se observo la aparicion de sintomas de roya después de la inoculacion de las urediniosporas en las
hojas; Cl= Clorosis; Pu= Pustulas con urediniosporas; N= Lesiones necrosadas. (4) Recuperacion de HE
inoculados: HEi= HE inoculados; HEni= HE no inoculados; B= desarrollo de bacterias.
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Las hojas inoculadas tanto con HE como con urediniosporas de H. vastatrix
comenzaron a experimentar clorosis y necrosis con mayor rapidez y en una mayor area
foliar, no obstante, las lesiones eran distintas a la sintomatologia de la roya; en este
caso, al menos una de las hojas inoculada con cada HE y con la roya, sufrié el 100% de
necrosis, excepto aquellas inoculadas con C. gloeosporioides Gpo. 2. Las 4 hojas que
no fueron inoculadas ni con HE ni con H. vastatrix, permanecieron completamente
sanas, mientras que 3 de las 4 hojas inoculadas solo con urediniosporas permanecieron
sanas; la cuarta hoja, presentd lesiones en el 25% de su tejido pero aparentemente
distintas a las ocasionadas por roya.

Por otro lado, los primeros sintomas de roya aparecieron a los 35 dias después
de inoculadas las urediniosporas y a los 43 dias de inoculados los HE, sin embargo,
debido al alto porcentaje de hojas necrosadas y sanas, Unicamente cuatro hojas
mostraron sintomas de roya. Contrario a lo esperado cada hoja que mostré sintomas de
roya habia sido previamente inoculada con alguno de estos HE: Colletotrichum
gloeosporioides Gpo. 1, Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2, Xylaria Gpo. 3 vy
Paecilomyces sp.; por el contrario, ninguna de las hojas inoculadas solamente con las

urediniosporas de H. vastatrix mostré sintomas de roya.

Finalmente, solo cinco HE, Cryptosporiopsis sp., Cr. corticola, G. cingulata, Co.
gloeosporioides Gpo. 2 y Paecilomyces sp., fueron recuperados de las hojas de café al
final del bioensayo, tanto de aquellas inoculadas con roya como de las no inoculadas
con este fitopatdgeno.
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VIIIl. DISCUSION

En el presente estudio se seleccionaron nueve hongos endoéfitos (HE) foliares de
C. arabica de una plantacién rustica, ‘El Mirador’, situada en Huatusco, Ver., y que
fueron aislados y determinados taxondmicamente en un estudio previo (Saucedo-
Garcia, en preparacion), con la finalidad de identificar distintas caracteristicas que
pudieran estar involucradas en la estructura de las comunidades de HE foliares, asi
como el posible papel ecolégico que éstos desempefian dentro de la planta. Para
incluir, en la medida de lo posible, la diversidad de los HE del cafeto, se seleccionaron
tres HE frecuentes, tres moderadamente frecuentes y tres poco frecuentes.

En vista de que diversos estudios han mostrado que la composicién de las
comunidades de HE puede variar entre plantas distintas (Eschen et al., 2010; Sette et
al., 2006), y que la quimica de las hojas afecta el crecimiento de los HE (Arnold et al.,
2003), se considerod que los HE seleccionados tendrian distintos grados de sensibilidad
y posible afinidad hacia los compuestos quimicos de las hojas de café, por lo que uno
de los planteamientos de la hip6tesis del presente trabajo, fue que el crecimiento de los
HE seria modificado por la composicién quimica foliar del cafeto y que la frecuencia de
aislamiento de éstos, estaria relacionada directamente con la sensibilidad y posible

afinidad de los HE hacia los compuestos de las hojas.

Para evaluar dicha hipotesis se hizo crecer a cada HE en cajas Petri con PDA o
con PDA+EC vy se calcularon el tiempo de latencia (TL) y la tasa de crecimiento (TC) de
cada HE en ambos medios, considerando que los HE sensibles y posiblemente afines a
los compuestos foliares serian estimulados en PDA+EC. Los resultados obtenidos
apoyan la primera parte de esta hipétesis, ya que los pardmetros de crecimiento de 7
de los 9 HE se modificaron entre medios de cultivo: el TL de 4 HE fue reducido por el
extracto de las hojas de café (Co. gloeosporioides Gpo. 2, Xylaria Gpo. 1, Xylaria Gpo.
2 y Paecilomyces sp.), y el de los demas no se vio afectado. En cuanto a la TC, 4 HE
fueron estimulados en PDA+EC (Co. gloeosporioides Gpo. 1, Co. gloeosporioides Gpo.
2, Xylaria Gpo. 2 y Xylaria Gpo. 3), y uno fue inhibido (Paecilomyces sp.); esto sugiere
gue los HE son sensibles a la quimica foliar del cafeto, y que, algunos HE se ven

favorecidos en alguno de sus parametros de crecimiento y otros no.
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Es importante mencionar que los parametros de crecimiento tienen un significado
biologico. El TL define el retraso en la respuesta de una poblacion microbiana ante un
cambio ambiental, y representa el tiempo en el que ésta poblacion se adapta al
ambiente hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial bajo condiciones
constantes (Buchanan y Klawitter, 1991; Swinnen et al., 2004). En hongos filamentosos,
el TL varia muy poco del tiempo en el que el micelio es visible después de que un
inéculo es colocado sobre el medio nutritivo (Marin et al., 2008). Por otra parte, la TC,
gue se asume constante mientras las condiciones no cambien, define el crecimiento de
una poblacion por unidad de tiempo. Como ambos parametros son susceptibles a los
cambios ambientales, incluyendo aquellos por los que atraviesa una cepa durante su
historia, pueden reflejar el efecto de los factores ambientales inmediatos, asi como las
propiedades intrinsecas de los microorganismos (Zwietering et al., 1994; Whiting y Bagi,
2002; Astoreca et al.,, 2012). Lo anterior es importante porque los cambios en los
parametros de crecimiento de los HE entre los dos medios de cultivo (PDA y PDA+EC),
sugieren un proceso de adaptacion a los metabolitos de C. arabica, lo que destaca que
de los 9 HE, uno solo disminuyé su TC, pero también su TL, debido a la presencia de
estos metabolitos; si consideramos que las hojas de C. arabica contienen alcaloides y
polifenoles (flavonoides y taninos) fitotoxicos (Chou y Waller, 1980), antibacteriales
(Nayeem et al., 2011) y antifangicos (Arora y Ohlan, 1996), entonces los HE utilizados
en este trabajo parecen estar adaptados a estos compuestos.

Es necesario considerar que algunos de estos compuestos quimicos de las hojas
de C. arabica se pueden destruir al esterilizar el extracto en la autoclave, ya que la
exposicion de tejidos de otras plantas, como la piel del fruto de la vid (Vitis vinifera), a
temperaturas mayores de 100°C reduce la cantidad de distintos compuestos,
principalmente los fendlicos, como los taninos condensados (Larrauri et al., 1997).
Asimismo, la exposicidn del extracto acuoso de Camellia sinensis a temperaturas de 85
a 120°C en la autoclave, disminuye la concentracion de algunas catequinas en dicho
extracto; sin embargo, los compuestos volatiles que contiene, como ciertos terpenos,

pueden disminuir o aumentar dependiendo de su tipo (Kim et al., 2007).

Lo anterior muestra que aunque la concentracion de compuestos quimicos se

modifica con la esterilizacién en la autoclave, estos no son destruidos en su totalidad.
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Ademas, nuestros resultados, asi como los de otros estudios, demuestran que adn
esterilizando el extracto de los tejidos vegetales, éste puede modificar el crecimiento
fungico cuando se afiade al medio de cultivo (Arnold y Herre, 2003; Arnold et al., 2003),
por lo que sin duda, algunos compuestos foliares, que son los responsables de
modificar el crecimiento, permanecen en el extracto. Sin embargo, la composicién
guimica del extracto de hojas de café esterilizado, asi como los mecanismos

involucrados en la respuesta de los HE a este extracto, quedan aln por investigar.

Pese a la sensibilidad y posible afinidad de los HE hacia los compuestos foliares
de C. arabica, observadas en el presente estudio, no se encontré una correlacioén lineal
entre esta sensibilidad al extracto y la frecuencia de aislamiento de los HE a partir de
las hojas de café; tampoco una correlacion lineal entre la frecuencia de aislamiento y
los parametros de crecimiento de los HE que se desarrollaron tanto en PDA como en
PDA+EC. Esto sugiere que estas respuestas observadas en el crecimiento de los HE,
no son indicativas de la frecuencia de estos HE dentro de las hojas del cafeto, ni lo es,
el grado de sensibilidad y posible afinidad hacia los compuestos quimicos de las

mismas, al menos en la forma en que dicha sensibilidad fue evaluada en este estudio.

Otros investigadores han reportado que la mayoria de los HE foliares méas
frecuentemente aislados de una planta, son mas estimulados con el extracto foliar de
esta planta, que con los extractos de otras plantas de las que son aislados con menor
frecuencia (Arnold y Herre, 2003; Arnold et al., 2003), sugiriendo que algunos HE
poseen cierta afinidad hacia una quimica foliar especifica, mientras que otros no la
poseen aun siendo HE frecuentemente aislados de las plantas correspondientes. Por
ello, los resultados del presente estudio sugieren que existe un grado de afinidad a la
guimica foliar, sin embargo, esto podria ser un atributo tanto de HE generalistas como
de especialistas, por lo que se deben combinar ambos enfoques: (1) evaluar el efecto
de los extractos de diversas plantas que conviven en un habitat y (2) utilizar HE con
diferentes frecuencias de aislamiento, de las distintas plantas de las que se obtenga el
extracto, con el fin de investigar la afinidad y posible especificidad de los HE a la
guimica de las hojas, en caso de que ésta sea una realidad.
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El efecto que el extracto de las hojas de café tuvo sobre el crecimiento de
algunos HE en el presente estudio, asi como las distintas frecuencias de aislamiento de
éstos, utilizadas como criterio de seleccion de los mismos, nos llevaron a pensar que
entre los HE se establecian distintas interacciones que podian ser sensibles a los
compuestos quimicos foliares, y que posiblemente, estas interacciones estarian
relacionadas con la frecuencia de aislamiento de los HE a partir de las hojas de los
cafetos. Para explorar esta hipétesis se realizaron bioensayos de captura primaria de
recursos entre pares de HE, evaluando, cualitativa y cuantitativamente las interacciones
entre ellos tanto en PDA como en PDA+EC. En la evaluacién cuantitativa, se
determinaron tres parametros de crecimiento: area antes del contacto entre micelios
(Aj), area al final del bioensayo (Af), y la tasa de crecimiento en la interaccion (TC;).
Antes del contacto entre los micelios no se observaron efectos negativos en la mayoria
de los HE, por lo que las relaciones entre ellos fueron neutrales (00), o bien, solo uno
de los dos HE alter6 su crecimiento, generando, de acuerdo a la clasificacién propuesta
por Tuininga (2005), posibles relaciones temporales comensales (0+) o amensales (-0)
entre ellos, lo que sugiere que ciertos HE pueden detectar a sus competidores a
distancia y responder a los compuestos liberados por ellos. Como estas alteraciones se
presentaron en el 33% de las interacciones en PDA y en el 35% de las interacciones en
PDA+EC, y ademas varios de los HE involucrados modificaron su crecimiento en uno u
otro medio de cultivo, se dedujo que los compuestos foliares pueden modificar las
caracteristicas de las interacciones, antes de que los micelios hagan contacto.

El retardo del crecimiento del micelio de un hongo ocasionado por otro hongo, a
distancia, se ha observado entre ascomicetos de otros habitats (Barlocher et al., 1991,
Leong et al., 2011), y aunque en HE ha sido poco estudiado, se sabe que algunos de
ellos inhiben a distancia tanto a otros HE (Macias-Rubalcava et al., 2008) como a varios
hongos fitopatégenos (Mejia et al., 2008), y en ciertos casos, los metabolitos
responsables de esta inhibicion han sido identificados (Pelaez et al., 2000). Macias-
Rubalcava et al. (2008), por ejemplo, mostraron que el HE Edenia gomezpompae
aislado de la planta Callicarpa acuminata inhibe el crecimiento de los HE Colletotrichum
sp., Phomopsis sp. y Guignardia manguifera, y de los hongos fitopatdgenos Fusarium

oxysporum y Alternaria solani, cuando son enfrentados en cultivos in vitro. En dicho
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estudio, a partir del extracto organico del micelio de E. gomezpompae se aislaron cuatro
metabolitos (naftoquinonas espirocetales) algunos de los cuales, al ser afiadidos al
medio de cultivo (100u/mL), inhibieron el crecimiento de los cinco hongos mencionados,
demostrando que los metabolitos secundarios fueron responsables de los efectos sobre
el crecimiento del micelio. Por lo anterior, el retardo en el crecimiento de algunos HE
antes de hacer contacto con los otros, observado en el presente estudio, puede
deberse a los metabolitos liberados por los hongos contrarios, que aunque afectan el
crecimiento, lo hacen de forma temporal, lo que sugiere que estas relaciones entre HE
no son altamente competitivas o que el gran niumero de encuentros entre ellos en la
naturaleza, ha propiciado el desarrollo de mecanismos de resistencia o de tolerancia
hacia estos metabolitos, sin embargo, esto queda adn por investigar.

La estimulacién a distancia del crecimiento del micelio de un HE por otro,
también ha sido observada en las relaciones entre otros HE, por ejemplo, entre algunos
aislados de las hojas de Sequoia sempervirens (Espinosa-Garcia et al., 1996).
Asimismo entre los HE foliares de C. acuminata, el crecimiento de E. gomezpompae fue
estimulado al ser enfrentado con Phomopsis sp. y G. manguifera (Macias-Rubalcava et
al., 2008), desafortunadamente los metabolitos implicados en esta respuesta
estimulante no han sido identificados, y ya que el crecimiento del micelio es un atributo
fenomenolégico o aparente (Kennedy, 2010), no se puede afirmar que esta respuesta
represente per se un efecto benéfico para el HE que la muestra, sino que puede ser el
resultado de una alta presion competitiva ejercida por el HE contrario.

Aunque es necesario investigar lo anterior para conocer las razones que
determinan los efectos de unos hongos sobre otros, es indudable que la tasa de
crecimiento del micelio de un hongo, antes de hacer contacto con otros, determina la
cantidad de sustrato disponible que éste va a capturar sin tener que contender con
otros hongos (Klepzig y Wilkens, 1997), por lo que el retardo o la estimulacién de este
crecimiento, ocasionado por otro hongo a distancia, tiene un impacto sobre la cantidad
de recursos que seran capturados. Esto es de gran importancia porque la captura
primaria de recursos influye en el futuro desempefio de un hongo, tanto para capturar
mas recursos (Lindahl y Olsson, 2004) como para competir en el momento de una

interaccién (Holmer y Stenlid,1993).
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Es importante sefialar que a partir del contacto entre los micelios de los HE
(determinado por las Asy las TCj), los efectos de inhibicion aumentaron mucho, por lo
gue dominaron las interacciones coantagonistas (--), antagonistas (-+) y amensales (-0),
clasificacion que propone Tuininga (2005). El alto porcentaje de HE con tasas de
crecimiento inhibidas concuerda con lo reportado por Espinosa et al. (1996), quienes
encontraron pocos efectos de estimulacion y una alta frecuencia de efectos de
inhibicién, al enfrentar de dos en dos a ocho HE asociados a Sequoia sempervirens,
dando un total de 68% de alteracion en los HE al enfrentarse con los demas, lo cual es
similar al porcentaje obtenido en el presente estudio (62.5%) en medio PDA y utilizando
el cultivo testigo sembrado lateralmente en el andlisis estadistico. Sin embargo,
utilizando el testigo central, se elevo al 90% o al 100% el niamero de HE inhibidos.

Lo anterior destaca un resultado importante, las alteraciones encontradas en los
parametros de crecimiento cambiaron dependiendo del tipo de cultivo testigo utilizado
en el andlisis estadistico, pues estos parametros de crecimiento cambiaron entre los
testigos centrales y los laterales, o que muestra que la posicion del inéculo en el cultivo
testigo determina el tipo de interaccion fangica, si se toma como base el crecimiento del
micelio. Al utilizar un testigo central se sobreestima la influencia que un HE ejerce sobre
otro, debido a que con este testigo no se considera el limite impuesto por la caja Petri
en una interaccion. Sin embargo, pocos estudios han manejado cultivos testigo laterales
(Schubert y Schwarze, 2011), mientras que muchos emplean solo testigos centrales
(Macias-Ruvalcaba et al., 2008) o no lo informan con precision (Stahl y Christensen,
1992; Klepzig y Wilkens, 1997; Singh et al., 2009; Leong et al., 2011).

Conforme a lo esperado, las interacciones después del contacto entre los
micelios de los HE también cambiaron entre medios de cultivo (PDA y PDA+EC).
Acorde con lo reportado en estudios anteriores (Arnold et al., 2003; Mejia et al., 2008),
el numero de HE inhibidos por los demas fue mayor utilizando el medio de cultivo con
extracto de hojas de la planta hospedera (PDA+EC) que el medio sin el extracto (PDA)
(21% mas en las Ary 18% en las TCj), por lo que aumentd el porcentaje de relaciones
antagonicas (-+) y coantagonicas (--). En ocasiones los HE que no habian sido inhibidos
en un medio de cultivo, fueron inhibidos en el otro, aunque cualitativamente solo

cambiaron pocas interacciones, y la revisibn microscopica no mostré cambios
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importantes entre medios de cultivo. A nivel cualitativo, las interacciones mas
frecuentes en ambos medios de cultivo fueron el bloqueo mutuo entre HE (calificado
como 3:3) y el crecimiento del micelio de un HE sobre el de otro (calificado como 5:2 o
6:1). El bloqueo mutuo mostrd la misma frecuencia en ambos medios de cultivo, en
cambio, se observé con mas frecuencia, que los HE que desarrollaron micelio invasor,
cubrieron por completo a los HE invadidos cuando crecieron en PDA+EC que cuando lo
hicieron en PDA. Asimismo, Unicamente en este Ultimo medio de cultivo, ciertos HE
invadieron con micelio el borde de otros, o bien, desarrollaron rizomorfos que
atravezaron parcialmente a algunos de los demas. Se identificaron como rizomorfos,
porque desarrollaron una corteza dura y pigmentada, y utilizando el microscopio, se
observoé que las hifas habian perdido su individualidad (Ulloa y Hanlin, 2012).

El predominio de las interacciones en las que ambos hongos detienen su
crecimiento al tocarse, ha sido reportado para hongos de las comunidades de otros
habitats o de sustratos especificos (Shearer y Zare-Maivan, 1988; Shaw et al., 1995;
Stahl y Christensen, 1969; Leong et al., 2011), lo que ha llevado a pensar que, en
general, el micelio muestra, primordialmente, un comportamiento territorial para
defender los recursos capturados (Boddy, 2000); no obstante, como acertadamente
sefala Tuininga (2005), este resultado puede ser producido por distintos mecanismos

de interaccion que no son evidentes al observar el crecimiento del micelio.

Se ha demostrado que distintos hongos pueden reconocerse cuando sus
micelios hacen contacto, y en muchos de estos casos, los micelios se rechazan como
resultado de las diferencias genéticas entre ambos organismos (Saupe et al., 2000).
Este fendbmeno conocido como incompatibilidad somatica o vegetativa (Stenlid, 2008),
se manifiesta morfolégicamente por la separacion clara de los micelios de los distintos
hongos, manteniendo la individualidad de cada uno, tal como sucede en un bloqueo
mutuo. Se cree que este sistema de incompatibilidad representa un mecanismo de
defensa que evita el traspaso de agentes infecciosos (micovirus) o material genético
nocivo, provenientes de las hifas del hongo contrario (lkeda et al., 2011), sin embargo,
el verdadero significado bioldgico de este fendmeno todavia no ha sido esclarecido, y
no se puede asegurar que éste sea el mecanismo responsable del bloqueo mutuo

observado entre algunos HE de C. arabica.
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El crecimiento del micelio de un HE sobre el de otros también ha sido
observado en las comunidades fangicas de otros habitats (Boddy, 2000), pero a
diferencia del bloqueo mutuo, no es muy comun en algunas de ellas (por ej. en hongos
acuaticos, Barlocher et al., 1991). Se considera que los hongos que poseen la habilidad
de crecer sobre otros, estdn especializados en la competencia por interferencia
(Kennedy, 2010), y segun Holmer y Stenlid (1993), en este fendmeno interviene alguno
de estos dos mecanismos: (1) micoparasitismo selectivo o (2) reemplazo no selectivo, lo
gue podria corresponder a lo propuesto por Tuininga (2005), quien separa al hongo
invasor que mantiene relaciones nutritivas con el hongo invadido, del hongo invasor que
no mantiene dichas relaciones nutritivas. Con base en lo anterior, en el presente
trabajo, de los 4 HE que se comportaron como invasores a nivel macroscopico, las 3
cepas del género Xylaria, al ser observadas con el microscopio, no mostraron
interacciones hifales similares a las reportadas para los hongos micoparasitos; en
cambio, Paecilomyces sp. fue el unico HE que, ademas de mostrar enganches hifales,
enroll6 con sus hifas, las hifas de algunos de los demas HE. No obstante que el
enrollamiento hifal observado en Paecilomyces sp. fue poco frecuente, mostré la
posibilidad de que dicho hongo actie como parasito de algunos HE, pues se ha
observado que las hifas de otros hongos de este género como Paecilomyces
fumosoroseus, pueden colonizar y enrollar las hifas del hongo Sphaerotheca fuliginea, y
con ello, reducir la incidencia de este ultimo en una planta (Kavkova y Curn, 2005).

Por otro lado, el hecho de que los efectos de inhibicion aumentaron de forma
cuantitativa, mas que cualitativa, en PDA+EC, en relacion a lo observado en PDA,
especialmente después del contacto entre micelios; y ademas, que en PDA+EC se
acelero el crecimiento de los hongos invasores sobre los invadidos, es una muestra de
que las diferencias en las interacciones entre medios de cultivo se debieron
principalmente a los cambios en los pardmetros de crecimiento (TL y TC) observados al
afadir el extracto de las hojas de café al medio de cultivo. Es evidente que la
estimulacién del crecimiento causada por dicho extracto, representd una ventaja para
los HE que desarrollaron micelio invasor, sin embargo, para aquellos que interactuaron
por medio de un bloqueo mutuo, la estimulacién causada por el extracto de hojas de

café, se reflej6 en una mayor inhibicién del crecimiento de estos HE en interaccién, en
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comparaciéon con los que crecieron en PDA, y en relacion con los respectivos cultivos
testigo tanto laterales como centrales. Lo anterior prueba que se produce un error de
medicién que debe evitarse en experimentos futuros: como la mayor parte de los
efectos de inhibicion observados fueron efectos de restriccidn fisica, en los que cada
HE impidié con su micelio el avance de los otros, aparentemente se observé una mayor
inhibicion después del contacto entre micelios en el medio con extracto de hojas de
café; este error podria corregirse comparando el crecimiento de cada hongo en
interaccién con el crecimiento de sus respectivos cultivos testigo laterales, justo cuando

los dos hongos participantes tienen el primer contacto entre ellos.

Pese a lo anterior, los cambios en la totalidad de las interacciones, antes y
después del contacto entre micelios, aunadas a los cambios cualitativos comparativos
gue se observaron en los micelios que crecieron en ambos medios de cultivo, indican
que tanto las caracteristicas del crecimiento del micelio como los compuestos
contenidos en el extracto de las hojas de café, pueden mediar las interacciones entre
los HE, y sugiere que éstas podrian darse dentro de las hojas e influir en la integracién
de las comunidades endodfitas. Para explorar esta posibilidad, se realiz6 un analisis de
correlacién entre la frecuencia de aislamiento de los HE (utilizado como criterio de
seleccién) y la capacidad competitiva (respuesta competitiva y efecto competitivo por
separado) de cada uno de ellos, considerando tanto las mediciones cuantitativas como
las observaciones cualitativas. Contrario a lo esperado, no se encontré una relacién
lineal directa entre las respuestas competitivas o los efectos competitivos de los HE y la
frecuencia de aislamiento de los mismos a partir de las hojas, indicando que la
capacidad competitiva defensiva u ofensiva, evaluada al enfrentar a los HE en cultivos
in vitro, no refleja la frecuencia de los HE dentro de las hojas en condiciones naturales.

El resultado anterior nos llevé a suponer que las interacciones entre HE podian
modificarse de acuerdo al tiempo de llegada de un HE al sustrato, ya que aquellos HE
gue crecen rapido (bajo TL y alta TC) podrian competir con mayor éxito si colonizaban
antes el sustrato; también se pens6 que los HE que desarrollaron micelio invasor,
podrian estar tomando y translocando nutrientes a partir del medio de cultivo que
colonizaron por captura primaria (libre de otros micelios), y que por esto, seguian
creciendo, invadiendo el micelio de los otros HE, lo cual es una estrategia de distintos
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hongos para colonizar sustratos hostiles (Lindahl y Olsson, 2004). Por ello, se realiz6 un
bioensayo de captura secundaria de recursos (Klepzig y Wilkens, 1997), evaluando a la
vez la capacidad de los HE para reemplazar a un competidor.

Los resultados de los bioensayos de captura secundaria, mostraron que la
mayoria de los HE que habian interactuado por blogueo mutuo con otros, también
mostraron una nula capacidad para colonizar el medio de cultivo previamente ocupado
por el otro HE, lo que sugirié que estos HE (Glomerella cingulata y los de los géneros
Colletotrichum y Cryptosporiopsis) deben colonizar el sustrato antes que otros HE para
poder establecerse, y para defender mas eficazmente los recursos capturados, antes
de la llegada de los hongos que pueden desarrollar micelio invasor. Sin embargo, fue
interesante observar que Paecilomyces sp., que habia interactuado por bloqueo mutuo
con todos los otros HE en el bioensayo de captura primaria de recursos, fue capaz de
capturar el sustrato previamente ocupado por la mayoria de los deméas hongos, lo que
pudiera indicar que algunos HE pueden cambiar su estrategia competitiva dependiendo

de las circunstancias en que se presente una interaccion.

Los HE que habian invadido a los demas en el bioensayo de captura primaria
de recursos (los del género Xylaria) fueron capaces de colonizar el sustrato
previamente ocupado en su totalidad por los otros HE en este bioensayo, a pesar de
ello, al ser colocados como Colonizadores 2 (C2), el crecimiento del micelio invasor de
dichos hongos fue restrigido en al menos un 60% por la presencia del micelio de los C1
a los que invadieron. Al revisar con el microscopio el crecimiento de estos hongos, se
observé que las hifas de los HE invasores eran mas delgadas (1.3-1.7 ym) que las de
los invadidos (1.9-3.3 ym); sin embargo, no se observé un comportamiento semejante a
un micoparasitismo, como lisis y coagulacién del citoplasma o penetracién de las hifas
del hongo contrario (Howell, 2003; Quiroz-Sarmiento et al., 2008), por lo que al parecer
los micelios de los HE invasores ejercen una competencia por explotacion de recursos,
y son insensibles a los metabolitos liberados por los HE a los que invaden; esto sucede,
posiblemente, porque a excepcion de Xylaria Gpo. 2, los demas HE no siempre
reemplazaron a la especie invadida, lo que es de gran importancia, ya que sugiere que
un HE invadido puede permanecer activo sobre el sustrato nutritivo, y ademas, puede

escapar del micelio invasor de otro hongo si posee una alta tasa de crecimiento.

95


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

En resumen el bioensayo de captura secundaria de recursos, mostré que
algunos HE pueden modificar sus estrategias competitivas dependiendo de las
circunstancias de la interaccion; ademas, que el tiempo de llegada de algunos HE al
sustrato define el éxito de su establecimiento, particularmente en aquellos hongos que
no son capaces de colonizar el sustrato cuando ha sido ocupado previamente por otro
hongo; o bien, que el alcance de la estrategia competitiva de un HE, en este caso el
desarrollo de micelio invasor, puede disminuir su eficacia si el otro HE, susceptible a ser

invadido, ocupa previa y completamente el sustrato.

En el segundo bioensayo complementario de interaccion, se evalué el potencial
alelopatico que el filtrado del medio de cultivo acuoso de cada HE tenia sobre el
crecimiento de los demas, con el fin de determinar si la presencia de un HE podia
afectar quimicamente a otro, sin involucrar una interaccion directa entre ellos. En este
caso, los HE fueron principalmente inhibidos con respecto a la dosis (dosis-
dependiente), y fue muy interesante observar que en este bioensayo, los filtrados de los
HE con mayor capacidad inhibitoria o potencial alelopatico, fueron los de Colletotrichum
gloeosporioides Gpo. 1 y Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2, los cuales se
seleccionaron en este trabajo por presentar la mayor frecuencia de aislamiento a partir
de las hojas del cafeto, y que ademas, mostraron una baja capacidad competitiva en los
bioensayos anteriores. También fue interesante observar que el HE mas inhibido fue
Xylaria Gpo. 1, el cual mostré6 una alta capacidad competitiva en los bioensayos
anteriores (captura primaria y secundaria de recursos), principalmente debido al
desarrollo de micelio invasor y a una alta tasa de crecimiento en relacién con los otros

HE que desarrollaron micelio invasor.

Al igual que en el presente estudio, Singh et al. (2009), demostraron que el
filtrado del medio de cultivo acuoso en el que crecieron algunos hongos aislados del
suelo, podia inhibir el crecimiento de varios hongos dermatofitos cuando era agregado
al medio de cultivo. Entre los hongos que mas inhibieron a dichos dermatofitos se
encontré precisamente una variedad de Co. gloeosporioides. Por su parte, Macias-
Rubalcava et al. (2008), demostraron que el extracto organico del medio de cultivo
acuoso (en papa-dextrosa) del HE Edenia gomezpompae, inhibié el crecimiento de

otros HE vy fitopatdgenos, y que su accion inhibitoria sobre el crecimiento de la mayoria
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de estos hongos, fue mas fuerte que la que presento el extracto organico del micelio de
E. gomezpompae, o que la que se observo en los cultivos in vitro entre pares de
hongos. Dado que el filtrado del medio de cultivo de un hongo con capacidad antibiotica
o alelopatica puede ocasionar lesiones a nivel hifa (vacuolacion, coagulacion del
citoplasma vy lisis) (Dennis y Webster, 1971), y asi inhibir el crecimiento del micelio, es
probable que la inhibicion del crecimiento de los HE de C. arabica sea el resultado de la
accion de los metabolitos secundarios liberados al medio de cultivo por los HE; esto
sugiere que si un HE permanece en un sustrato por un tiempo prolongado, puede
modificar la quimica de este sustrato, y de esta manera, afectar el proceso de
colonizacion de otros HE.

Cabe mencionar que en este bioensayo complementario, la respuesta de cada
HE a los filtrados de los demas, no fue inversamente proporcional al efecto de sus
filtrados sobre los demas, como ocurrié al evaluar el crecimiento de los micelios en
interacciébn antes de que hicieran contacto. Esto sugiere, que la produccién de
metabolitos que afectan a distancia a otros HE no esta relacionada de forma lineal con
la capacidad que tienen estos hongos para resistir la inhibiciébn ejercida por los
metabolitos de los demas HE. En cambio, después del contacto entre los micelios
(lucha y captura secundaria de recursos), la capacidad de limitar o restringir el
crecimiento de los demas hongos esta directamente relacionada con la capacidad de

resistir la limitacion o restriccion ejercida por los demas.

Los efectos de los filtrados sobre el crecimiento fungico en este bioensayo
complementario, podrian representar un mecanismo de defensa ‘preventivo’ contra el
establecimiento y desarrollo de otros hongos, que se produce en los HE que crecieron
de forma individual en el medio de cultivo acuoso del cual se obtuvo el filtrado; este
mecanismo posiblemente ‘preventivo’, seria el resultado de los diversos encuentros
entre los hongos bajo condiciones naturales, o que pudiera representar una de las
estrategia de vida de los hongos. Aunque lo anterior queda por investigar, es
indiscutible que el efecto de los filtrados es alelopatico, pues los metabolitos liberados
por un HE afectan negativa o positivamente a otros. El término alelopatia, propuesto por
Molisch en 1937 (citado en Rice, 1984), proviene del griego allelon que significa ‘uno al

otro’ y pathos que significa ‘sufrimiento’; tomado en sentido literal, significaria el efecto
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perjudicial entre dos organismos, sin embargo Molisch definié a la alelopatia como la
interaccion bioquimica, dafiina o benéfica entre todo tipo de plantas y microorganismos.
Después del Primer Congreso Mundial de Alelopatia, celebrado en Cadiz, Espafia en
1996, la definicion de alelopatia se refiere a “cualquier proceso que involucre
metabolitos secundarios producidos por plantas, algas, bacterias u hongos que influya
sobre el crecimiento y desarrollo de sistemas biolégicos” (Rice, 1974, 1984; Rizvi et al.,
1992; Anaya, 2003; Anaya et al., 2003; Anaya et al., 2005; Macias-Rubalcava et al.,
2008; Macias-Rubalcava et al., 2010).

A excepcion del bioensayo realizado con los filtrados de los medios de cultivo,
de los HE, en los demas bioensayos de interaccion realizados en el presente trabajo
(captura primaria y captura secundaria de recursos), los HE del género Xylaria
mostraron la mayor capacidad competitiva debido a que desarrollaron micelio invasor.
Aqui es importante mencionar que el crecimiento del micelio invasor de Xylaria Gpo. 3,
fue ‘dirigido’ directamente hacia el hongo coparticipe, el cual es un comportamiento
importante, porque parece responder a la presién y/o presencia del hongo contrario, y
se presentod, principalmente, cuando el hongo opositor era de menor tamafio. Este
altimo comportamiento, ha sido observado entre pares de basidiomicetos
descomponedores al crecer tanto en medio nutritivo como en madera (Holmer y Stenlid,
1993), lo que indica que es probable que esta conducta se mantenga cuando los

hongos crecen en los sustratos naturales.

La alta capacidad competitiva de los hongos del género Xylaria ha sido
demostrada en otros estudios, pues estos hongos han logrado invadir y reemplazar
parcial o totalmente a distintas especies de basidiomicetos descomponedores, en
cultivos in vitro (Boddy et al., 1985; Griffith y Boddy, 1991; Fukasawa et al., 2009).
Asimismo, se ha observado que ciertos hongos de este género colonizan, como
enddfitos, las ramas de algunas angiospermas (Griffith y Body, 1990) en las que
pueden llegar a ser dominantes, como sucede en el arbol de la haya (Fagus crenata)
(Osono y Mori, 2003); también pueden ser dominantes en las comunidades de HE
foliares de la planta herbacea Centella asiatica (Rakotoniriana et al., 2008). Aunque no
se conoce con precision cual es el mecanismo que utilizan los hongos del género

Xylaria en una interaccion, se piensa que la pigmentacién del micelio es uno de sus
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principales atributos competitivos (Fukasawa et al., 2009), que probablemente puede
conservarse dentro de los tejidos vegetales, pues al menos en la madera, el micelio
melanizado de estos hongos forma una masa conocida como placa de

pseudoesclerocios, que evita que otros hongos se acerquen (Griffith y Boddy, 1990).

Sin embargo, contrariamente a la hipétesis propuesta en el presente estudio, en
la mayoria de los casos, las capacidades de los HE para inhibir a los demas o resistir la
inhibicion ejercida por los otros, o que se observd en los bioensayos de interaccion
complementarios (respuesta competitiva y efecto competitivo en la captura secundaria
de recursos; potencial alelopatico y capacidad de resistir la inhibicidn por alelopatia de
los filtrados del medio de cultivo) tampoco mostraron una relacién lineal significativa con
la frecuencia de aislamiento de estos HE a partir de las hojas de los cafetos de ‘El
Mirador’. Esto sugiere que ni la capacidad competitiva de los HE, ni la habilidad que
tienen para inhibir alelopaticamente a los demas o resistir la inhibicion ejercida por los
otros, son indicativas de la frecuencia de éstos hongos dentro de las hojas de los
cafetos; asimismo, el grado de dominancia en las interacciones in vitro, directas o
indirectas, solo explican parcialmente la distribucién de los hongos dentro de las hojas.
La Unica excepcidn de estas afirmaciones, se encontrd en la respuesta de los HE a los
filtrados del medio de cultivo de los demas (a la concentracién del 25%), la cual mostro
una relacién lineal directa significativa con la frecuencia de aislamiento, lo que quiere
decir que la respuesta de los HE al efecto alelopatico ejercido por el filtrado de los
deméds a una concentracion del 25% explica, aproximadamente en un 61%, la
frecuencia de aislamiento de los HE a partir de las hojas. No obstante, dado que la
relacion directa entre estos parametros indica que mientras mayor sea el porcentaje de
inhibicién del crecimiento de un HE, o sea que tiene menor capacidad de resistir la
inhibicion alelopética, también ser4 mayor su frecuencia en las hojas. Esta relacion
directa parece reflejar, mas que un caracter causal, un sistema de compensacion entre

las estrategias de los HE para colonizar las hojas.

El resultado anterior nos llevd a pensar que posiblemente los HE tenian
distintas capacidades para colonizar las hojas de C. arabica y establecerse como
enddfitos, adn sin la presencia de otros hongos, y que como se observo en el bioensayo

de captura secundaria de recursos, el tiempo de llegada a un sustrato (en este caso la
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hoja) podia influir en el grado de colonizacién de los hongos; por esta razon se
realizaron los bioensayos de colonizacion de cada HE por separado en hojas de café
libres de HE, utilizando inéculos a base de micelio para todos los HE, y de esporas para
aquellos que las desarrollaron. En estos bioensayos, la hipétesis planteada fue que los
HE seleccionados por presentar una mayor frecuencia de aislamiento a partir de las
hojas de los cafetos de ‘El Mirador’, tendrian una mayor capacidad de colonizar las
hojas de café que los menos frecuentes, o bien, que los HE de mayor capacidad
competitiva aumentarian su grado de colonizacion si se inoculaban en hojas libres de
HE. Sin embargo, los resultados mostraron que los HE solo penetraron las hojas del
cafeto cuando fueron inoculados por medio de sus esporas, dado que las hojas
inoculadas con el micelio fragmentado de los hongos que no produjeron esporas bajo
las condiciones de cultivo, nunca fueron colonizadas. Desafortunadamente, los HE con
mayor capacidad competitiva (los tres del género Xylaria), no desarrollaron esporas en
los cultivos in vitro, ni tampoco las desarroll6 Co. gloeosporioides Gpo. 1, que fue
seleccionado por presentar la mayor frecuencia de aislamiento a partir de las hojas de
los cafetos; por ello, no fue posible inocular las hojas de los cafetos libres de endoéfitos
con estos hongos vy, por lo tanto, no se pudo corroborar la hipétesis planteada para
estos bioensayos. Aunado a esto, los HE con mayor capacidad de colonizacién por
medio de sus esporas, fueron los de menor capacidad competitiva, Co. gloeosporioides
Gpo. 2 y Cryptosporiopsis sp., mientras que Paecilomyces sp., que mostré una mayor
capacidad competitiva, mostré6 porcentajes de colonizacibn muy bajos, lo que sugiere
nuevamente, que la capacidad competitiva de los HE no esta directamente relacionada
con su capacidad de colonizar las hojas.

Acorde con el presente estudio, otros HE foliares del género Colletotrichum,
particularmente, Co. gloeosporioides, mostraron la mayor capacidad de colonizacion al
ser inoculados en plantas de Theobroma cacao, mientras que los hongos del género
Xylaria nunca fueron recuperados de los tejidos de esta planta, pese a que fueron
inoculados por medio de sus esporas (Arnold et al., 2003; Mejia et al., 2008).

Lo mencionado anteriormente sugiere que la alta capacidad competitiva de un
HE, lejos de ser un mecanismo que promueva la frecuencia de estos hongos dentro de

las hojas de los cafetos, al parecer esta involucrada dentro de un ‘sistema de
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compensacion (trade off)’, que estad en equilibrio con la habilidad que debe tener un
hongo para penetrar los tejidos vegetales y establecerse como enddfito, es decir, que a
medida que sea mayor la capacidad competitiva de un HE para la lucha o la defensa en
sus interacciones con otros hongos, menor sera su capacidad de colonizar las hojas de
cafée. Se ha observado, al menos en una comunidad de basidiomicetos
descomponedores, que los hongos mas frecuentemente aislados de los sustratos
naturales, pueden ser invadidos y reemplazados por varios de sus competidores de
menor frecuencia, al crecer en cultivos in vitro (Holmer y Stenlid, 1993) lo que
concuerda con nuestros resultados; aungque este “sistema de compensacion” contradice
lo sugerido por otros estudios con HE y micorrizégenos (Arnold et al., 2003; Mejia et al.,
2003; Kennedy, 2010).

Finalmente, en el presente estudio, se evalué el efecto de los nueve HE sobre
la viabilidad y la incidencia del fitopatégeno foliar y biétrofo H. vastatrix, planteando
como hipétesis que algunos HE reducirian ambos parametros del fitopatégeno. Para
evaluar el efecto de los HE sobre la viabilidad de la roya, se evalué in vitro el efecto de
éstos sobre la germinacién de las urediniosporas del fitopatdgeno. Los resultados
mostraron que solamente la cepa de G. cingulata evaluada en el presente trabajo,
inhibi6 significativamente la germinacion de las urediniosporas. Este resultado sugiere
gue G. cingulata puede ser un fuerte competidor de H. vastatrix, que utiliza la inhibicién
de las esporas de este fitopatdgeno como estrategia competitiva y/o alelopatica contra
él, lo que lo coloca como un posible simbionte mutualista de C. arabica, y un probable
candidato para el control biologico de la roya del café. Los deméas HE no afectaron a las
urediniosporas, e incluso algunos mostraron una tendencia a aumentar la viabilidad de
las mismas. El hecho de que en este bioensayo las urediniosporas no estuvieron en
contacto directo con los HE, sino que permanecieron en un papel celofan sobre el
micelio de los mismos, parece indicar que los causantes de esta inhibicion (o
estimulacion) sobre la germinacion de las urediniosporas, fueron los metabolitos
volatiles liberados por los HE, ya que este mecanismo ha sido reportado para otros HE,
como Muscodor yucatanensis, aislado de la planta Bursera simaruba (palo mulato), el
cual inhibe el crecimiento de otros HE y de hongos fitopatdégenos liberando compuestos

volatiles (Macias-Rubalcava et al., 2010).
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Para evaluar el efecto de los HE sobre la incidencia de Hemileia vastatrix, se
inocularon los HE sobre hojas desprendidas de los cafetos, y posteriormente, estas hojas
fueron inoculadas también con urediniosporas de H. vastatrix. En contradiccién con
algunos estudios que han demostrado que las habilidades competitivas de algunos HE,
evaluadas in vitro, contra distintos fitopatdgenos foliares, pueden operar en un ambiente
in vivo (Arnold et al., 2003; Mejia et al., 2008); en el presente estudio los HE evaluados
no disminuyeron el dafio ocasionado por H. vastatrix en las hojas de café, sino que por el
contrario, los sintomas de roya aumentaron con la presencia de algunos HE; estos
resultados son consistentes con lo reportado por Kurose et al. (2012), quien demostro
gque dentro de la comunidad de HE de una planta puede haber tanto hongos que
suprimen el crecimiento de los fitopatdgenos foliares bi6trofos, como especies que no
muestran efecto alguno y otras que promueven la incidencia de la enfermedad. Ademas,
es importante considerar que en el presente estudio, las hojas inoculadas fueron
desprendidas previamente de las plantas de café, lo cual puede determinar cambios
significativos en la colonizacion tanto de HE como de fitopatdgenos, en relacion a las
hojas no desprendidas.

Los estudios sobre el efecto que los microorganismos enddfitos ejercen sobre
los hongos causantes de la roya del café, son minimos. La mayoria se enfocan a
bacterias endofitas, algunas de las cuales pueden inhibir la germinacién de las
urediniosporas en cultivos in vitro y la incidencia de la roya en las hojas de los cafetos
(Shiomi et al., 2006), lo que presumiblemente esta determinado por los metabolitos que
las bacterias liberan al exterior (Haddad et al., 2003). El estudio de Silva et al. (2012) es
el Unico que muestra que la incidencia de H. vastatrix no es afectada por la inoculacién
previa de diecisiete HE aislados de C. arabica. No obstante, tal estudio no menciona las
especies o los géneros de los HE utilizados, ni los criterios de seleccion, por lo que no
se sabe qué especies fueron utilizadas. Es probable, que las diferencias entre las
formas de vida de los HE y las de H. vastatrix, evite que traslapen sus nichos dentro de
las hojas de café, dado que H. vastatrix crece y avanza dentro de las hojas
desarrollando haustorios, que son estructuras especializadas en la obtencion de
nutrientes a partir de la célula vegetal (Ramiro et al., 2009), mientras que la mayoria de
los HE estan restringidos a un pequefio espacio dentro de la hoja (Herre et al., 2007).
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Aungue la mayoria de los HE evaluados por separado, no desempefaron un
papel defensor contra la roya del café, es probable que diversos HE en conjunto
puedan reducir el dafio ocasionado por este fitopatbgeno, como lo demostré Arnold et
al. (2003) contra un fitopatégeno foliar de la planta del cacao, Phytophtora sp., pues una
mayor diversidad de especies ocupa distintos nichos dentro de la hoja, lo que aumenta
la posibilidad de restringir la entrada de otra forma de vida. Aqui es importante recordar
gue en el estudio de Arnold et al. (2003) las hojas permanecieron unidas a las plantas
de Theobroma cacao, mientras que en el presente trabajo, las hojas evaluadas fueron
desprendidas de las plantas del café, lo que posiblemente modificé la interaccion entre
los hongos enddfitos y los tejidos vegetales. Al respecto, Shiomi et al. (2006)
demostraron que el efecto ejercido por algunas cepas de bacterias enddéfitas sobre la
incidencia de H. vastatrix puede variar dependiendo del uso de segmentos de hoja,
hojas desprendidas u hojas unidas a las plantas de café.

Es importante mencionar, que la mayoria de las hojas desprendidas, utilizadas
para evaluar el efecto de los HE sobre la incidencia de H. vastatrix, se necrosaron
después de ser inoculadas con algunos de los HE y antes de que las hojas inoculadas
con las urediniosporas de la roya presentaran los sintomas de esta enfermedad,
incluyendo las hojas que solo fueron inoculadas con los HE, principalmente con G.
cingulata y con los de los géneros Cryptosporiopsis y Xylaria; esto sugiere que estos HE
pudieran permanecer latentes cuando las hojas estan sanas y unidas a las plantas de
café, pero pueden actuar como saprotrofos cuando las hojas se desprenden de las
plantas; también pudiera ser que si los HE son inoculados individualmente, la falta de
otros HE dentro de las hojas, podria desequilibrar el comportamiento de algunos hongos,

lo que les permitiria cambiar su forma de vida y con ello dafiar los tejidos de la planta.

Lo anterior es consistente con algunos estudios que han demostrado que los HE
foliares pueden afectar las tasas de descomposicion de la materia vegetal, modificando
la calidad de los tejidos fotosintéticos antes de que las hojas se desprendan de las
plantas, o bien, actuando directamente como saprotrofos cuando éstas se desprenden
(Korkama-Rajala et al., 2008; Purahong y Hyde, 2011). Los compuestos degradados por
estos enddfitos incluyen carbohidratos solubles, polifenoles, lignina y holocelulosa, entre

otros (Fukasawa et al., 2009). Ademas, existe evidencia de que algunos HE pueden
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permanecer en las hojas hasta las etapas tardias del proceso de descomposicién de las
mismas, dependiendo de las condiciones microambientales, del ciclo de vida y de la
habilidad que tengan para aprovechar la materia organica (Osono, 2006). Ciertos HE
presentan patrones morfologicos, filogenéticos y enzimaticos practicamente idénticos a
los que muestran algunos hongos saprotrofos en el mismo tejido vegetal, cuando éste
entra en descomposicién (Promputtha et al., 2007; Promputtha et al., 2010), por lo que
algunos HE, como Phomopsis sp., pueden liberar enzimas con las que forman cavidades
en la superficie de las hojas de sus hospederas, y asi, acelerar la descomposicion de las
mismas (Dai et al., 2010). Lo anterior sugiere la posibilidad de que los HE que
necrosaron las hojas en el presente estudio, hayan actuado como saproétrofos, no
obstante, se requiere mas investigacion para validar esta hipotesis.

En conjunto, las diferentes estrategias mostradas por los HE evaluados, parecen
reflejar distintas formas de vida que se conjugan en una comunidad que comparte un
mismo habitat dentro de lo tejidos vegetales vivos (Herre et al., 2007), pero que parece
no limitarse a este habitat particular. Al parecer existe un grado de afinidad de los HE
con la planta, pues colonizan los tejidos fotosintéticos y pueden ser estimulados por los
extractos foliares, sin embargo, el estado filamentoso y los patrones de crecimiento
radial de los hongos cultivables in vitro, reflejan la existencia de una alta flexibilidad y
versatilidad en la colonizacion de diversos sustratos (Singh, 2003). Asimismo, las
distintas tasas de crecimiento y las capacidades competitivas mostradas por los HE en
el presente estudio, abren la posibilidad de que cada uno pueda expresar estrategias
similares a las observadas in vitro, dentro y fuera de los tejidos de las plantas
hospederas bajo circunstancias particulares.

Sin embargo, no se puede asegurar que los efectos y las respuestas observadas
en los cultivos in vitro se pueden presentar en el ambiente natural, aunque los
resultados obtenidos en estos cultivos pueden revelar probables comportamientos
particulares dentro de un abanico de posibilidades. Justamente por esto, los resultados
obtenidos en sistemas in vitro ayudan a conocer y entender algunos procesos
bioldgicos, aun cuando los sistemas de estudio son complejos y dinAmicos, como lo son
las comunidades de HE foliares de plantas lefiosas. Aun excluyendo la variacion

ambiental, la gran diversidad de especies que contienen estas comunidades (Herre et
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al.,, 2007), incluyendo a los HE no cultivables, aumenta la complejidad de su
investigacion, sin ignorar que la intervencion de la planta hospedera, la cual es
practicamente suprimida en los cultivos in vitro, también juega un papel preponderante

porque modifica significativamente las condiciones de crecimiento de los hongos.

Es indudable que para entender el complejo sistema simbidtico entre los HE y sus
plantas hospederas, se requiere de un enfoque integral que permita visualizar el conjunto
de factores que intervienen en este sistema. La teoria de la evolucion del hologenoma,
por ejemplo, plantea que los microorganismos asociados a otros organismos, en este
caso a las plantas, forman con ellos un holobionte, que conjuga la informacién genética
de la hospedera y de sus microorganismos simbiontes (Rosenberg y Rosenberg, 2008;
2011). La diversidad genética de los microorganismos se traduce en diferentes formas de
comunicacion con la planta y en multiples rutas de mecanismos de accién que les
permiten alterar el desempefio de ésta, en caso de que se presente algun factor de
estrés bidtico o abiotico, con el consecuente impacto sobre la hospedera en términos
evolutivos (Yuan et al., 2010). Es por esto que, ademas de los estudios que intentan
entender el papel de las comunidades enddfitas, caracterizando por separado a cada
miembro de estas comunidades, como se hizo en el presente estudio, se deben
establecer marcos de referencia que permitan observar el fendbmeno de manera
holobidntica. Quiza, al estudiar las partes de este sistema simbionte, asi como la suma e
interaccién de las mismas, encontremos respuestas que en apariencia no son evidentes,

ni aun con métodos de estudio convencionales.
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VIIl. CONCLUSIONES

e Los extractos de las hojas de Coffea arabica, pueden modificar las caracteristicas del
crecimiento de algunos hongos endofitos, particularmente estimulando su
crecimiento, lo que sugiere que éste es influenciado por los metabolitos que
contienen los extractos foliares y que los hongos endéfitos que son estimulados
estan adaptados a ellos.

e El grado de sensibilidad y posible afinidad de un hongo enddfito a los compuestos de
las hojas del café, no esta directamente relacionado con su frecuencia dentro de
ellas, y por esto, los hongos enddfitos con distintas frecuencias de aislamiento
pueden o no mostrar sensibilidad y, posiblemente, afinidad a los compuestos

guimicos de las hojas de café.

e Las relaciones in vitro entre los hongos enddéfitos foliares de C. arabica, antes de que
sus micelios hagan contacto, son mayoritariamente neutras, o que sugiere que la
lucha entre muchos de ellos, a través de compuestos quimicos, no es muy evidente
cuando se encuentran cerca uno del otro; sin embargo, algunos de estos hongos
enddfitos liberan metabolitos secundarios al medio de cultivo en el que se han
desarrollado, y éstos, por si mismos, pueden retardar o estimular el crecimiento de
otros hongos endofitos que se encuentran conviviendo con ellos y, por lo tanto,

modificar la captura primaria de recursos de estos ultimos.

e Después del contacto entre los micelios de los hongos endoéfitos, aumenta el nimero
de interacciones antagonistas y competitivas, principalmente porque estas
interacciones son dominadas por el bloqueo mutuo entre micelios y por el desarrollo

de micelio invasor por parte de algunos de los hongos endéfitos enfrentados.

e La respuesta competitiva de cada hongo enddfito a la influencia ejercida por los
demas, antes del contacto entre los micelios, no esta relacionada con el efecto que
en ese momento, cada uno de ellos tiene sobre los demas. Después del contacto
entre los micelios, se presenta una relacién proporcional entre la respuesta y el
efecto, lo que indica que la capacidad de limitar el crecimiento de los demas hongos
esta directamente relacionada con la capacidad de resistir la inhibicion o limitacién
ocasionada por los demas, solo después del contacto entre los micelios.
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Las interacciones entre hongos endofitos pueden ser modificadas cualitativa y
cuantitativamente por los compuestos de las hojas de café, principalmente a través

del efecto que estos compuestos tienen sobre el crecimiento de los hongos.

Dos hongos endéfitos de C. arabica que interactian entre si a través de un blogueo
mutuo en cultivos in vitro de captura primaria de recursos, por lo general, no pueden
colonizar el area totalmente ocupada por el endéfito contrario, cuando se realiza un

bioensayo de captura secundaria de recursos con ambos hongos.

El crecimiento de un hongo endoéfito que realiza una captura secundaria de recursos
in vitro, puede ser retardado o limitado por el hongo que colonizé previamente el
sustrato y lo ocup6 totalmente, lo que sugiere que un hongo endoéfito susceptible a
ser invadido, puede defender mejor sus recursos contra los hongos invasores si

actia como colonizador primario.

El HE Paecilomyces sp., fue el Unico hongo enddfito que interactué por blogueo
mutuo con los demas hongos en la captura primaria de recursos in vitro, que pudo
desarrollar micelio invasor cuando el sustrato fue ocupado por completo por algunos
de los otros hongos, lo que sugiere que algunos hongos enddfitos pueden modificar

Su estrategia competitiva en respuesta a las circunstancias de una interaccion.

El desarrollo de micelio invasor por parte de un hongo endéfito que realiza una
captura secundaria de recursos puede o no reemplazar al hongo enddfito invadido,
aunque este ultimo, esté completamente cubierto por el micelio del primero, lo que

muestra que un hongo enddfito puede permanecer vivo bajo el micelio de otro hongo.

La capacidad competitiva de un hongo enddéfito contra otros hongos enddéfitos in vitro,
en relacion a la defensa del sustrato o la lucha directa en una captura primaria o
secundaria de recursos, no esta relacionada directamente con la frecuencia de

aislamiento de este hongo a partir de las hojas de los cafetos.

El filtrado del medio acuoso del cultivo de los hongos endoéfitos agregado al medio de
cultivo solido, puede afectar el crecimiento de otros hongos endéfitos de manera
dependiente de la dosis del filtrado. Esto sugiere que un hongo endoéfito que

permanece en un sustrato artificial por un tiempo prolongado, modifica la quimica de
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este sustrato, y de esta manera, puede afectar el crecimiento de otros hongos

enddfitos que lleguen después a este sustrato.

La respuesta de cada hongo enddfito al efecto alelopatico de los filtrados de otros
hongos enddfitos, no esta relacionada de forma lineal con el efecto de sus propios
filtrados sobre los demas hongos enddfitos; esto sugiere que la produccion de
metabolitos que afectan a otros hongos endéfitos, no se relaciona con la capacidad
de este hongo de resistir el efecto causado por los alelopaticos de los demas hongos.

El potencial o efecto alelopatico de los hongos enddfitos evaluados no esta
relacionado directamente con la frecuencia de aislamiento de los mismos a partir de
las hojas de café, sin embargo, la respuesta de los hongos endofitos a los filtrados, a
la concentraciéon del 25%, se relaciona directamente con dicha frecuencia de

aislamiento, sugiriendo una asociacion no causal entre ambos parametros.

La capacidad competitiva de los hongos enddfitos evaluados no mostrd ser indicativa

de la capacidad de colonizacion de los mismos en hojas libres de enddfitos.

Los hongos enddfitos pueden modificar la viabilidad y la incidencia de Hemileia
vastatrix, sin embargo, en este trabajo, solo Glomerella cingulata, redujo la
germinacién de las urediniosporas del fitopatdégeno, lo que sugiere que, bajo ciertas
circunstancias, G. cingulata podria desempefiar un papel ecolégico como mutualista

defensivo del cafeto.

Los HE de Coffea arabica, a excepcion de Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 y
Xylaria Gpo. 3, aceleran el proceso de descomposicion de las hojas cuando éstas se
desprenden de los cafetos, sugiriendo que estos hongos enddfitos son saprétrofos
latentes cuando viven en las hojas sanas y unidas a las plantas de café, y actlan
como saprotrofos ya que las hojas envejecen o se desprenden de las plantas.
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X. ANEXOS

ANEXO |

En el bioensayo preliminar para obtener la tasa de crecimiento (TCp) de los HE, se

coloco un in6éculo de cada hongo en cajas Petri con diferentes medios de cultivo: papa-
dextrosa-agar (PDA), PDA + extracto de hojas de café (PDA+EC), Agar-Avena + EC (AA+EC) y
Agar-Agua + EC (ADE+EC). Después de la siembra de los hongos endoéfitos se midié

diariamente el area de crecimiento de los mismos durante siete dias. En este caso, se

determiné la TC, de cada hongo endofito a partir del valor de la pendiente resultante de

una regresion lineal simple, donde la variable dependiente fue el area de crecimiento del

micelio y la independiente el tiempo de cada medicidén. A partir de los valores de las

pendientes se caracteriz6 el crecimiento de cada hongo como lento, medio o rapido

(Yuen et al., 1999) (Tabla 1).

Tabla 1. TC, de los HE en diferentes medios de cultivo y caracterizacion final del
crecimiento

Velocidad de Crecimiento (cm#dia)

Nombre PDA AA+EC ADE+EC PDA+EC C No.
Cryptosporiopsis sp. 7.07 9.138 8.956 9.083 Réapida 1
Co. gloeosporioides Gpo. 1 6.70 7.261 7.932 8.058 Medio 4
G. cingulata 7.07 8.767 8.832 8.903 Réapida 3
Xylaria Gpo. 1 5.06 7.456 7.125 7.197 Lento 6
Xylaria Gpo. 2 4.46 5.962 5.453 5.243 Lento 7
Co. gloeosporioides Gpo. 2 5.45 7.575 7.812 7.773 Lento 5
Cr. corticola 8.62 8.236 7.343 9.519 Rapida 2

C= Caracterizacion de la tasa de crecimiento; No.= Namero ordinal de acuerdo a la TC, del HE.

Los resultados mostraron que la TCp, de los HE aumenté en los medios

adicionados con extracto de hojas de café, principalmente con el medio PDA+EC, por lo

gue éste fue seleccionado para realizar los bioensayos de crecimiento y de interaccion in

vitro en el presente trabajo.
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ANEXO Il
Modelos y el significado de los parametros de crecimiento.

Los parametros calculados por el programa DMFit (©2013) que utiliza el modelo
completo de Baranyi y Roberts (1994) son: (1) Valor inicial, que es el logaritmo inicial
del crecimiento, en este caso del micelio, en cm?; (2) Tiempo de latencia (lag time),
esta parte de la curva se define cominmente como la interseccion entre la recta
tangente de la fase de crecimiento exponencial y el valor inicial (unidades: dias u
horas), (3) Tasa méxima de crecimiento, que como su nombre lo indica es la fase de
crecimiento maximo de las colonias (unidades: cm?/dias) y (4) Valor final, que es el
logaritmo final del crecimiento en cm?. El modelo incompleto omite la asintota del valor
final (fase estacionaria), por lo que Unicamente calcula los 3 primeros parametros. La

Fig. 1 ilustra graficamente los modelos utilizados y sus parametros.

Yalor final

Tasa maxima
Yalor inicial

Area| (cm?)

P

Tasa maxima I
VYalor inicial

Tiempo de medicion (dias)

Fig. 1. Modelo de Baranyi y Roberts. Arriba, modelo completo y abajo modelo incompleto (sin asintota). Adaptado
de la pagina DMFit Web Edition http://modelling.combase.cc/HelpDMFit/ModelsDMFit.aspx.
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ANEXO Il

En los bioensayos de interaccion in vitro, los HE se sembraron en las cajas Petri
de acuerdo a su tasa de crecimiento. Como la separacion entre los dos inéculos fue de
4 cm, se dedujo que la mitad de esta distancia seria la zona de interaccion de los dos
HE al ser enfrentados; por lo tanto, se obtuvo el tiempo de contacto (t;), es decir, el
namero de dias en los que el micelio de cada HE alcanzé un area aproximada de 12.57
cm?, correspondiente a 2 cm de radio o a 4 cm de diametro (Fig. 2). Las areas por dia
se tomaron de la tabulaciéon que produjo el programa DMFit (©2013), al ajustar cada

curva de crecimiento. Con el promedio de las tres réplicas se calcul6 el tc, de cada HE.

Inéculo 1-

T T ,/—_‘“\ Fig. 2. Esquema del
H/ SN \\ S TN >, calculo de la zona de
diam=dem) - (' © ,) \.I (ﬁ (\ F ) % interaccién entre HE
noE N e | ~ | dentro de las cajas

l\ “’f,l I Petri

A= 1257 cm2 Il‘x o fl . ( ! ) i '

\\ // \\ : ,.-"'f
S~ —~"Inéculo 2 \;‘H_:f./

Con el tix y con base en el crecimiento del HE mas lento (To), se calculd el
tiempo de la inoculacién para cada uno de los otros 8 hongos, con la férmula:
T.e =T, —T,. Donde, Tive 0 tiempo de inoculacion de cada HE, es la diferencia entre el
tiempo en el que el HE mas lento alcanzé la zona de interaccién (To) y el tiempo en el
gue cada uno de los otros HE alcanzaron dicha zona (Tx). Tomando como dia cero la

inoculacién del HE mas lento, el orden de inoculacién quedé como muestra la Tabla 2.

Tabla 2. Orden de inoculacion de los hongos endéfitos (A= area aproximada)

No. Hongo endofito Nimero de dias (A = 12.57 cm?) Dia de
1 2 4 5 6 7 8 siembra

Cryptosporiopsis sp.
Cr. corticola

G. cingulata

Co. gloeosporioides Gpo. 1 X

Co. gloeosporioides Gpo. 2 X

Xylaria Gpo. 1 X

Xylaria Gpo. 2 X

Xylaria Gpo. 3 X
Paecilomyces sp. X

X X X|w

©Coo~NOUhWNE
SCOMNWKAMOOIOTIO
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ANEXO IV

Tabla 3. Caracteristicas para la adicién o sustraccion de puntos a cada hongo enddfito

en una interacciéon

+1

Por presentar una zona de inhibicién mayor de 2 mm.
Por cubrir con su micelio o con rizomorfos el borde de la colonia del hongo copatrticipe.

+2

Por cubrir con su micelio, por lo menos una tercera parte de la colonia del otro hongo.

Por atravesar parcial o totalmente por medio de rizomorfos la colonia del hongo
coparticipe.

+3 | o Por cubrir totalmente con su micelio la colonia del hongo coparticipe.

-1 | « Por ser cubierto parcialmente por el micelio del hongo coparticipe .

-2 | o Por ser cubierto totalmente por el micelio del hongo copatrticipe.

Tabla 4. Sistema de clasificacion de interacciones fungicas (Adaptado de Magan y
Lacey, 1984; Wheeler y Hocking, 1993,y Leong et al., 2011)

Puntuacion AvsB Descripcion de la interaccion
A:B
33 Bloqueo mutuo. Ambos hongos detienen su crecimiento al
' CO hacer contacto entre ellos. Con un espacio entre ellos igual o

menor a 2 mm.
Permanece una zona de inhibicibn mayor o igual a 2 mm
4:4 entre ambos hongos sin que se determine cual la ocasiona.

CD Después del contacto entre colonias, la colonia A invade el

4:3 borde de la B, con micelio o rizomorfos.
Después del contacto entre colonias, la colonia A atraviesa a
. iz () ia).
5:3 la B con rizomorfos (al menos el 30% de la colonia

La colonia A crece sobre la B hasta cubrirla por completo. La

6:1 colonia B detiene su crecimiento al contacto con la A.

Después del contacto entre colonias, la colonia A crece sobre
5:2 la B hasta cubrirla parcialmente (30-85%).
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ANEXO V

En los bioensayos de colonizacidon o captura secundaria de recursos, se inoculo
a cada Colonizador 1 (C1) al mismo tiempo en el centro de distintas cajas Petri y se

esperd a que cubrieran las cajas.

Cuando los C1 cubrieron la caja Petri se coloco a cada C2 (Colonizador 2) en un
extremo de la caja, sobre el micelio del C1 correspondiente, completando todas las
combinaciones posibles entre C1 y C2. A cada C2 se le dejé crecer durante el tiempo
en el que el C1 de su misma especie habia cubierto la caja Petri, y después de ese
tiempo, se midi6 el perimetro del crecimiento de estos C2. De esta forma cada HE C2
tuvo el tiempo necesario para cubrir la caja Petri como si estuviera en ausencia de
competidores antes de ser medido; por lo tanto, para obtener el porcentaje de inhibicién
(PI) de cada C2 se tom6 como Testigo el area total de la caja Petri (areaTOTAL). En la
Tabla 5 se muestra el tiempo en que los HE cubrieron por completo las cajas Petri de 5
cm, que fue el mismo dia en que se inocularon todos los HE como C2 sobre los C1.

Tabla 5. Tiempo en el que los HE C1 tardaron en cubrir la caja Petri

No Hongo endéfito Tiempo en dias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 Cryptosporiopsis sp. X
2 Cr. corticola X
3 G. cingulata X
4 Co. gloeosporioides Gpo. 1 X
5 Co. gloeosporioides Gpo. 2 X
6 Xylaria Gpo. 1 X
7 Xylaria Gpo. 2 X
8 Xylaria Gpo. 3 X
9 Paecilomyces sp. X
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ANEXO VI
Célculo de las respuestas competitivas y de los efectos competitivos

Las respuestas competitivas se calcularon con la siguiente férmula:

Respuestas competitivas = (Plab + Plac + Plad ... + Plan) / (n - 1)

Donde Plax es el porcentaje de inhibicion del hongo ‘a’ al interactuar con los demas
hongos ‘X’ (b, ¢, d...n), y n es el nUmero total de hongos. En el bioensayo de captura
secundaria de recursos, el hongo ‘a’ corresponde al Colonizador 2, y los hongos ‘X’ a
los Colonizadores 1 sembrados antes que el hongo ‘a’.
Los efectos competitivos se calcularon con la férmula:

Efectos competitivos = (Plba + Plca + Plda ... + PIna) / (n - 1)

Donde PIxa es el porcentaje de inhibicion de los otros hongos ‘X’ (b, c, d...n) que
interactuaron con el hongo ‘a’, y n es el numero total de hongos. En el bioensayo de
captura secundaria de recursos el hongo ‘a’ corresponde al Colonizador 1, y los hongos
‘X" a los Colonizadores 2 que se inocularon sobre el hongo ‘a’.

Captura secundaria de recursos
Efecto HE1 Respuesta
o HEL HE2 .
competitivo competitiva

HE4

_

HE5

HE6

HE7
HE8

Efecto Respuesta a
alelopatico los
alelopéticos

(HEE;\
Fig 3. Esquema de obtencion de los efectos competitivos y las respuestas competitivas en los bioensayos
complementarios. Se utiliza como ejemplo el HE no. 9.
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ANEXO VI

TABLA 6. Secuencia de filtros para obtener filtrados libres de propagulos de cada HE

Tipo de filtro y abertura en um

Whatman
Hongos endofitos Whatman 4 Whatman 1 Whatman 42 (fibrade Millipore
vidrio)
20-25 11 2,5 0,7 0,45

Cryptosporiopsis sp. X X X

Cryptosporiopsis corticola X X X X
Glomerella cingulata X X X X
Colletotrichum gloeospor. Gpo. 1 X X X

Colletotrichum gloeospor. Gpo. 2 X X X X

Xylaria Gpo. 1 X X X

Xylaria Gpo. 2 X X X X

Xylaria Gpo. 3 X X X

Paecilomyces sp. X X X X X
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ANEXO VIIi

Tabla 7a. Area antes del contacto (Aj) de los hongos enddfitos en interaccion y de forma individual

Tc

Tl

Hongos endofitos (Efecto)

HE 1(Cryptosp. 2 (Cryptosp. | 3 (G. 4 (Co. gloeosp. | 5 (Co. gloeosp. | 6 (Xylaria 7 (Xylaria 8 (Xylaria 9 (Paecilom.
sp.) corticola) cingulata) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 3) sp.)
PDA
1 9.61 + 0.38 9.49 + 0.40 X 8.65 + 0.65 8.58+0.11 9.89 + 0.49 9.5+ 0.17 9.31+0.16 9.86 + 0.35 7.92 + 0.59*° | 10.09 + 0.88
2 7.71+0.71 9.02+0.68 ]9.39+0.35 X 7.63+£0.75 8.13+0.40 8.21+0.51 6.87 £ 0.15 5.80 £ 0.38° 5.68+0.14° |9.73+1.82
3 8.76 £ 0.19 9.13+0.16 |8.98+0.18 9.59 + 0.03 X 9.15 + 0.92 8.11 £ 0.15 8.25 + 0.87 9.72 £ 0.38 7.47 £ 0.45° |8.83+0.13
4 11.75+0.28 | 11.45+0.07 | 12.66 £ 0.08*° |12.18+0.14 |12.27+0.12° | X 11.23+£0.11 10.21 £ 0.39*° |10.80 + 0.13* 9.15+ 0.13* | 11.07 £ 0.59
5 10.93+£0.27 |11.65+0.18 | 10.69 + 046 9.86 + 0.10*° | 10.5+ 0.19° 10.26 £ 0.33° X 10.35 £ 0.01° 11.69 £+ 0.40 11.03+0.71 |11.20+0.23
6 7.97 £0.22 8.33+£0.30 |7.88+0.14 9.00 £ 0.08 8.13+0.21 9.23 £ 0.89* 9.15 £+ 0.62* X 9.02+£0.28 8.50%0.16 8.81+0.13
7 7.94 + 0.69 7.71+0.37 |6.76 £ 0.52 6.86 + 0.40 6.60 + 0.45* 7.31+0.45 6.21 + 0.024*° | 8.02 £ 0.48 X 8.03 £ 0.40 8.38 £ 0.20
8 13.71+£0.40 | 13.56+0.23 ] 13.45+0.36 13.71+£0.27 |12.86+0.89 13.47 £ 0.34 12.8 £ 0.43 13.02 £ 0.16 13.55 £ 0.49 X 14.01 £ 0.56
9 10.35+0.05 |10.32 £0.01 ] 10.4 = 0.30 10.31+0.21 | 10.50 £ 0.002 | 10.21 + 0.003 10.65 + 0.58 12.36 + 1.60*° | 10.36 + 0.08 11.19+0.10 | X
PDA + EC
1 5.14 £ 0.43 5.80+£0.014 | X 5.80£0.079 |5.64+0.07 5.33%£0.24 5.76 £ 0.086 5.52 £ 0.55 6.07 + 0.057* 459 + 0.36° |4.24 + 0.026*°
2 7.53+0.35 8.13+£0.50 |7.31+0.69 X 6.11 £ 0.06*° |8.43+0.77 7.61+0.12 8.46 £ 0.32 8.91+0.37* 7.41+0.42 9.04 £ 0.33*
3 5.74 £ 0.60 6.10 £ 0.03 |5.62 + 0.53 6.32 + 0.057 X 5.85 £ 0.069 6.40 £ 0.54 4.95 £ 0.059*° | 5.95+ 0.032 4.92 £ 0.07*° | 5.15 + 0.54*°
4 8.60+0.44 8.85+£0.06 |8.64+0.48 9.00£0.31 8.88+£0.25 X 8.63+£0.19 8.66 £ 0.22 8.18 £ 0.45 7.68 £ 0.10*° | 8.68 £ 0.022
5 8.17 + 0.66 8.32+0.10 |8.23+0.025 8.22+0.041 |7.82+0.019 |8.39+0.19 X 8.70 £ 0.62 8.36 £ 0.44 8.08 £ 0.42 6.70 + 0.86*°
6 10.78 £0.13 | 11.80+0.31]11.74+£0.13 10.24 £0.27° |11.31+1.04 11.65+£0.96 10.65 £ 0.33 X 11.08 £0.50 10.99+£0.27 |10.84+0.43
7 12.25+0.04 |12.61+0.13 | 12.36 + 0.80 13.01 £0.82 |12.07+0.07 |[12.70+0.25 11.47 £ 0.25 11.64 £ 0.81 X 13.59 £ 0.18 | 14.89 £ 0.90*°
8 11.19+0.06 |11.09+0.08 ] 10.24 £ 0.17 11.12+0.40 |10.99+0.13 10.91£0.32 10.87+ 0.19 9.84 £ 0.52*° 9.81 £ 0.076*° X 11.45+£0.28
9 8.15+0.19 8.16 £ 0.04 |8.52+0.16 8.28+0.073 |8.56+0.24 8.45 + 0.39 8.47 + 0.066 8.19 + 0.15 8.69 + 0.27 8.64 + 0.26 X

Cada casilla contiene el valor del Ai de cada HE (filas numeradas) al crecer con los deméas HE (columnas enumeradas), tanto en PDA como en
PDA+EC. Los valores se muestran con la desviacion estandar de la media (media + DS). La comparacion de las A; entre los HE en interaccion y
sus respectivos crecimientos Testigo (central-Tc y lateral-Tl) con el ANOVA de una via (a= 0.05) mostré diferencias entre los HE (p< 0.00). HE=

Hongo enddfito evaluado; * diferencias significativas con respecto del Testigo central; ° diferencias significativas con respecto del Testigo lateral.
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Tabla 7b. Resutados ANOVA: Area antes del contacto (Ai) de los hongos endéfitos en interaccion y de forma individual

No. |Hongo enddéfito F valor p gl
PDA
1 | Cryptosporiopsis sp. 6.35 0.00295 9
2 | Cryptosporiopsis corticola 10.410 0.000008 9
3 |Glomerella cingulata 6.81 0.000183 9
4 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 1 10.410 0.000008 9
5 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 9.06 0.000024 9
6 | Xylaria Gpo. 1 5.03 0.001285 9
7 | Xylaria Gpo. 2 8.680 0.000033 9
8 | Xylaria Gpo. 3 2.25 0.062548 9
9 |Paecilomyces sp. 4.36 0.002931 9
PDA+EC
1 | Cryptosporiopsis sp. 14.45 0.000001 9
2 | Cryptosporiopsis corticola 11.699 0.000003 9
3 | Glomerella cingulata 10.79 0.000006 9
4 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 1 6.12 0.000374 9
5 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 6.80 0.000186 9
6 | Xylaria Gpo. 1 2.77 0.027719 9
7 | Xylaria Gpo. 2 10.20 0.000010 9
8 |Xylaria Gpo. 3 13.63 0.000001 9
9 |Paecilomyces sp. 2.73 0.029611 9

La tabla muestra el valor de Fisher (F) y los valores p con los grados de libertad (gl) obtenidos al comparar las A; de los HE
en interaccion con cada uno de los demas y sus respectivos Testigos (central y lateral) por medio de un ANOVA de una via
(a= 0.05), tanto en PDA como en PDA+EC. La comparacion de las Ai de los HE mostré diferencias significativas en la

mayor parte de los HE (p= 0.00).
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Tabla 8a. Areas finales (As) de los hongos endofitos en interaccién y de forma individual

Hongos endofitos opositores

HE | Tc Tl 1(Cryptosp. |2 (C. 3G 4 (Co. gloeosp. | 5 (Co. gloeosp. | 6 (Xylaria 7 (Xylaria 8 (Xylaria 9 (Paecilom.
sp.) corticola) cingulata) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 3) sp.)
PDA
1 37.00 £ 0.07# | 28.55 + 0.27# | X 21.64 +1.11* | 22.94 £ 0.65*° | 21.92 + 0.26*° 21.35 + 0.14* 19.04 £ 0.71*° | 21.58 0.75*° 15.27 £ 0.46*° 20.96 + 1.20*°
2 42,32 +1.13# | 30.24 £ 0.14# ] 25.31 + 1.09*° | X 23.01 £ 0.24*° | 19.93 + 0.12*° 22.63 £ 0.81*° 17.6 £ 0.77*° 20.72 £ 0.19*° | 16.17 + 0.86*° 25.12 £ 0.07*°
3 33.93 + 0.56# | 25.59 + 0.39# | 20.84 + 0.72*° | 22.9 + 0.93* X 20.86 + 1.91*° 21.08 + 2.10*° 18.38 £ 0.26*° | 20.99 £ 0.84*° | 17.65 £ 1.26*° 21.54 + 0.59*°
4 35.43 +1.12# | 26.75 £ 0.32% | 23.96 + 1.24* 24.44 £ 0.77% | 24.70 + 1.57* X 22.75 £ 0.20*° 18.51 + 1.95*° | 20.79 £ 0.22*° | 17.54 + 0.63*° 20.56 £ 0.20*°
5 37.55 + 0.09% | 27.64 £ 0.61# | 22.23 + 0.29*° | 22.59 + 1.58*° | 20.83 £ 0.58*° | 22.09 + 0.07*° X 18.57 £ 1.38*° | 22.31 £ 1.03*° | 18.45 £ 1.20*° 21.04 £ 1.16*°
6 34.80 + 3.26% | 26.75 £ 0.73# | 25.18 + 1.76* 29.29 £ 1.45* | 27.05 + 1.93* 32.12 + 2.33° 33.31+2.13° X 24,78 £1.17* 21.58 £ 0.02* 25.09 £ 1.21*
7 37.1+1.35% |26.82+0.43% | 27.26 + 1.22* 24.97 + 0.64* | 27.64 + 1.22* 28.44 + 1.14* 26.98 + 0.34* 21.84 +0.83* | X 22.85 + 0.36*° 23.73 £ 0.11*
8 27.84 £ 0.78# | 23.14 £ 0.10# | 24.40 £ 0.56* 23.83 £0.22* | 22.97 +2.43* 21.33 £ 0.46* 22.04 £ 0.50* 20.12 £ 0.14*° | 20.36 £ 0.08* | X 21.6 £ 0.59*
9 25.65 + 0.02# | 22.45 + 0.11# | 20.11 + 0.33* 19.26 £ 0.09*° | 20.33 + 0.12* 20.55 + 0.09* 22.27 + 2.02* 23.05 + 2.04 19.24 £ 0.15*° | 19.96 + 0.13* X
PDA + EC
1 41.49 +1.01# | 32.98 + .20# X 26.95 + 0.10*° | 23.15 £ 0.28*° | 22.94 + 0.19*° 25.18 + 0.58*° 19.00 £ 1.34*° | 22.27 £ 0.31*° | 17.38 £ 0.24*° 21.32 + 0.34*°
2 36.14 + 0.26# | 29.87 + 0.99# | 20.25 + 1.23*° X 18.81 + 1.10*° | 21.07 + 1.39*° 20.66 £ 0.73*° 18.51 + 0.76*° | 19.51 + 0.46*° | 16.55 + 0.25*° 22.25 £ 1.09*°
3 50.69 + 0.11# | 41.98 + 0.25% | 26.63 + 0.37*° | 29.89 + 0.53*° | X 26.17 + 0.90*° 27.85 + 0.04*° 18.95 £ 0.82*° | 25.48 £ 0.58*° | 18.27 £ 0.31*° 23.79 + 0.56*°
4 39.34 + 0.59# | 30.29 £ 0.59# | 24.12 + 0.06*° | 25.23 + 0.88*° | 24.61 £ 0.54*° | X 24.74 £ 0.32*° 21.82 £0.38*° | 21.34 £ 1.04*° | 19.86 £ 0.06*° 25.04 £ 0.28*°
5 43.17 £ 1.91# | 31.82 £ 0.81#% | 22.66 + 0.44*° | 25.52 + 0.79*° | 21.91 £ 0.52*° | 22.58 + 0.65*° X 21.15 + 0.81*° | 22.53 + 0.98*° | 20.59 * 0.46*° 22.89 + 1.02*°
6 44.66 + 1.38% | 34.27 £ 0.79# | 32.90 + 3.75* 35.36 + 0.68* | 30.04 + 2.82* 32.21 + 2.67* 34.43 + 0.63* X 25.94 £ 1.70*° | 23.83 + 0.24*° 29.81 £ 0.74*
7 39.90 + 0.82# | 28.00 = 0.35# | 30.06 + 0.48* 29.81 + 1.35* | 31.23 £ 0.49*° | 30.98 + 0.27*° 29.48 + 0.85* 22.78 £ 1.61*° | « 24.92 + 0.49*° 27.76 + 0.60*
8 39.76 £ 1.60% | 32.23 £ 0.75% | 28.77 + 1.13* 28.21 £0.38* | 31.12 + 1.87* 29.17 £ 1.25* 27.99 £ 0.27*° 22.95+1.01*° | 23.08 £ 1.35*° | 28.38 £ 2.29*
9 27.13 £ 0.26% | 23.56 + 0.24# | 20.54 + 0.18*° | 19.66 + 0.28*° | 20.34 £ 0.68*° | 19.15 + 0.95*° 19.74 £ 0.67*° 17.69 £ 0.21*° | 18.83 £ 0.53*° | 17.85 £ 0.45*° X

Cada casilla contiene el valor del As de cada HE (filas numeradas) al crecer con los deméas HE (columnas numeradas), tanto en PDA como en
PDA+EC. Los valores se muestran con la desviacion estandar de la media (media + DS). La comparacion de las A; entre los HE en interaccion y
sus respectivos crecimientos Testigo (central-Tc y lateral-Tl) con el ANOVA de una via (a= 0.05) mostr6 diferencias entre los HE (p< 0.00). HE=
Hongo enddfito evaluado; # diferencias significativas entre cultivos Testigo, central y lateral * diferencias significativas con respecto del Testigo

central; ° diferencias significativas con respecto del Testigo lateral.
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Tabla 8b. Resutados ANOVA: Areas finales (As) de los hongos endofitos en interaccién y de forma individual

No. |Hongo enddéfito F valor p gl
PDA
1 | Cryptosporiopsis sp. 230.77 0.00 9
2 | Cryptosporiopsis corticola 370.49 0.00 9
3 | Glomerella cingulata 50.51 0.000000 9
4 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 1 370.49 0.00 9
5 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 104.42 0.000000 9
6 |Xylaria Gpo. 1 16.550 0.000000 9
7 | Xylaria Gpo. 2 70.70 0.000000 9
8 | Xylaria Gpo. 3 20.12 0.000000 9
9 |Paecilomyces sp. 14.77 0.000001 9
PDA+EC
1 | Cryptosporiopsis sp. 428.37 0.00 9
2 | Cryptosporiopsis corticola 130.02 0.000000 9
3 | Glomerella cingulata 1115.75 |0.00 9
4 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 1 294.44 0.00 9
5 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 169.17 0.000000 9
6 | Xylaria Gpo. 1 27.241 0.000000 9
7 | Xylaria Gpo. 2 86.83 0.000000 9
8 |Xylaria Gpo. 3 38.30 0.000000 9
9 |Paecilomyces sp. 95.88 0.000000 9

La tabla muestra el valor de Fisher (F) y los valores p con los grados de libertad (gl) obtenidos al comparar las As de los HE
en interaccion con cada uno de los demas y sus respectivos Testigos (central y lateral) por medio de un ANOVA de una via
(a= 0.05), tanto en PDA como en PDA+EC. La comparacion de las As de los HE mostré diferencias significativas en todos los

casos (p< 0.00).
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Tabla 9a. Tasas de crecimiento (TC;i) de los hongos enddfitos en interaccion y de forma individual

1(Cryptosp. |2 (C. 3 (G. 4 (Co. gloeosp. |5 (Co. gloeosp. |6 (Xylaria 7 (Xylaria 8 (Xylaria 9 (Paecilom.

HE | Cc Cl sp.) corticola) cingulata) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 1) Gpo. 2) Gpo. 3) sp.)
PDA
1 9.02£0.16* [6.28£0.06% | X 4.53 £ 0.20*° | 4.94 + 0.20*° | 4.37 £ 0.02*° 4.36 + 0.07*° 3.66 £ 0.14*° | 4.24 + 0.13*° | 2.93 + 0.04*° | 4.13 + 0.26*°
2 12.22 +0.40# | 7.10 £ 0.15* | 5.63 £ 0.17*° | X 5.32 £ 0.06*° | 4.35 £ 0.04*° 5.03 £ 0.21*° 3.87 £0.19*° | 5,10 £ 0.03*° | 3.66 £ 0.29*° | 5.57 £ 0.34*°
3 |8.40+0.17# |5.60+0.09* |4.41+0.17* |4.85+0.18* | X 4.41 +0.40*° | 4.55+0.68*° 3.74 £ 0.10*° | 4.29 £ 0.17*° | 3.72 £ 0.31*° | 4.55 + 0.19*°
4 7.09+£0.43% |4.96+£0.08* |4.09+£0.26*° |4.27 £0.17* |4.30+£0.41* | X 4.06 + 0.03*° 3.16 £0.43*° | 3.56 £ 0.09*° | 3.04 £ 0.11*° | 3.57 £ 0.04*°
5 8.52+£0.13% |5.45+0.15¢ [4.35+£0.10*° | 4.55+0.44*° | 3.94 £ 0.23*° | 4.31 £ 0.01*° X 3.38 £ 0.32*° | 4.17 £ 0.30*° | 3.32 + 0.25*° | 3.89 + 0.28*°
6 6.67 £1.00¢# |4.59+£0.12¢ |4.30+£0.49* |5.09+0.36* |4.64+0.51* |5.68+0.36 5.99 £ 0.36° X 4.07 £0.21* |3.49+0.06* |4.10+ 0.21*
7 5.86+£0.14# |3.80+£0.04¢ [4.10+£0.13*° | 3.62£0.09* |4.24 £0.13*° | 4.19 £ 0.13*° 4.20 £ 0.07*° 3.08 £ 0.08*° | X 3.19 £ 0.03*° | 3.31 + 0.04*°
8 3.20+£0.10¢ |2.54+£0.03¢ [2.81+£0.08* |2.69+0.02* |2.57+0.28* |2.31+0.03* 243 +£0.11* 2.20£0.01*° [ 2.18+£0.05* | X 2.38 £ 0.05*
9 2.91+0.03% |2.46+0.01¢ [2.18 £0.03* |2.06£0.04*° |2.20£0.02* |2.28 +£0.01* 2.48 + 0.25* 2.53+0.18* [2.08+0.02*° | 2.10 £ 0.02*° | x
PDA + EC

1 9.93+£0.49% | 7.00£0.05% | X 5.52 £ 0.06*° | 4.64 £ 0.06*° | 4.57 £ 0.03*° 5.09 £ 0.18*° 3.64 £ 0.27*° | 4.27 £ 0.07*° | 3.33 £ 0.09*° | 4.44 + 0.07*°
2 9.75+0.30¢ |7.14+£0.40¢ [4.54+£0.29* | X 4.34 + 0.37*° | 4.56 + 0.35*° 4.64 +0.21*° 3.98 £0.22*° | 4.13 £ 0.12*° | 3.52 £ 0.10*° | 4.76 £ 0.39*°
3 12.32 £0.02# [ 9.20+ 0.06# |5.46 £ 0.05*° | 6.09 £ 0.13*° | X 5.25 £ 0.23*° 5.67 £ 0.05*° 3.74 £ 0.23*° | 5.06 £ 0.09*° | 3.47 £ 0.07*° | 4.71 + 0.05*°
4 7.68+£0.03* |5.38+0.14¢ [4.12+£0.03* |4.32£0.16*° |4.11£0.05* | X 4.24 + 0.10*° 3.68 £0.11*° | 3.52 £ 0.19*° | 3.36 £ 0.02*° | 4.26 £ 0.07*°
5 8.86 £ 0.56% | 5.99+£0.20¢ [4.01 £0.10*° | 4.65 £ 0.20*° | 4.00 £ 0.15*° | 3.98 £ 0.11*° X 3.66 + 0.13*° | 3.95 + 0.15*° | 3.53 + 0.04*° | 4.19 + 0.11*°
6 |8.65+0.15+ |5.68+0.13* |[5.45+0.88* |6.17 £0.11* |4.77 £ 0.47* |5.21 + 0.55* 5.97 + 0.07* X 4.15+0.29*° | 3.67 = 0.04*° | 4.79 + 0.08*
7 6.52+£0.23% | 3.99+£0.07% [4.49£0.01* |4.26 £ 0.10* |4.73 £0.12*° | 4.61 £ 0.03*° 4,51 + 0.21*° 3.43+£0.15* | x 3.43+0.17* | 3.71 £ 0.07*
8 |4.63+£0.24# |3.53+£0.09¢ |3.04+0.08* |2.99+0.09* |3.41+£0.18* |3.12+0.11* 2.94 £ 0.07*° 244 +£0.09*° | 2.43+£0.18* | x 3.01 £0.34*
9 2.99+0.07# | 2.48+£0.02¢ [2.13£0.07*° | 2.00 £ 0.04*° | 2.07 £ 0.09*° | 1.96 £ 0.11*° 2.03 £ 0.10*° 1.78 £0.02*° | 1.94 £ 0.07*° | 1.65+£ 0.14*° |

Cada casilla contiene el valor de la TC de cada HE (filas numeradas) al crecer con los demas HE (columnas numeradas), tanto en PDA como en
PDA+EC. Los valores se muestran con la desviacion estandar de la media (media + DS). La comparacion de las A; entre los HE en interaccion y
sus respectivos crecimientos Testigo (central-Cc y lateral-Cl) con el ANOVA de una via (o= 0.05) mostré diferencias entre los HE (p< 0.00). HE=

Hongo enddfito evaluado; # diferencias significativas entre cultivos Testigo, central y lateral * diferencias significativas con respecto del Testigo

central; ° diferencias significativas con respecto del Testigo lateral.
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Tabla 9b. Tasas de crecimiento (TC;) de los hongos enddfitos en interaccion y de forma individual

No. |Hongo enddéfito F valor p gl
PDA
1 | Cryptosporiopsis sp. 392.07 0.00 9
2 | Cryptosporiopsis corticola 242.23 0.00 9
3 |Glomerella cingulata 62.197 0.000000 9
4 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 1 362.68 0.00 9
5 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 108.27 0.000000 9
6 |Xylaria Gpo. 1 14.599 0.000001 9
7 | Xylaria Gpo. 2 204.35 0.00 9
8 |Xylaria Gpo. 3 25.42 0.000000 9
9 |Paecilomyces sp. 21.04 0.000000 9
PDA+EC
1 | Cryptosporiopsis sp. 301.62 0.00 9
2 | Cryptosporiopsis corticola 124.218 |0.000000 9
3 | Glomerella cingulata 1502.88 |0.00 9
4 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 1 433.68 0.00 9
5 | Colletotrichum gloeosporioides Gpo. 2 160.18 0.000000 9
6 |Xylaria Gpo. 1 39.020 0.000000 9
7 | Xylaria Gpo. 2 131 0.000000 9
8 |Xylaria Gpo. 3 40.95 0.000000 9
9 |Paecilomyces sp. 65.57 0.000000 9

La tabla muestra el valor de Fisher (F) y los valores p con los grados de libertad (gl) obtenidos al comparar las TC; de los HE
en interaccion con cada uno de los demas y sus respectivos Testigos (central y lateral) por medio de un ANOVA de una via
(a= 0.05), tanto en PDA como en PDA+EC. La comparacion de las TC; de los HE mostro diferencias significativas en todos

los casos (p< 0.00).
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TL y TC en PDA vs Frecuencia

5.5 12
50f0 | O
4.5
4.0 <
[a)
3.5 o
©
3.0
2.5 8 o o 4
2.0 0 (o) (@) \‘\n\\\x
1.5 2
0.00 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20
0.02 0.06 0.10 0.14 0.18 0.22
Frecuencia
. TLPDA(l)
0. TC PDA(D)

Y.,

TL y TC en PDA+EC vs Frecuencia

500 o 11
45 (o] . —10
[ [
0 40 ° B
g BRI
E T ° n 7 E
230 5 12
2.5 (@) 5
= o) o
2.0 o 4
] (o]
1.5 3
0.00 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20
0.02 0.06 0.10 0.14 0.18 0.22
Frecuencia

“©. TLPDA+EC(I)
0. TC PDA+EC(D)

Sensibilidad TL y TC vs Frecuencia

S a0 &
< 22 o 5 o
|:I -4 o 30 £
o] o]
g _E\D\DZO ks
'09, o o o -~ 10 '09,
c -10 o c
() O g 0 (3]
n -12 o o n

14 o -10

O
-16 -20 T
0.00 004 008 012 016  0.20 ?@\S‘*”Sfb!”dadn“)
002 006 010 014 018 022 . Sensibilidad TC (D)
Frecuencia

Fig 4. Graficos de correlacion. a y b) entre la frecuencia de aislamiento de los HE y los parametros de
crecimiento obtenidos en PDA (TL: rs= -0.59 p=0.09; TL: rs= 0.24 p= 0.51) o en PDA+EC (TL: rs= -0.66 p=
0.052; TL: rs= 0.38 p= 0.32); y c) entre la frecuencia de aislamiento de los HE y su sensibilidad a los
compuestos de las hojas de café (TL: rs= -0.31 p= 0.42; TL: rs= 0.25 p= 0.51).
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Fig. 5. Gréficos de correlacién entre la frecuencia de los HE y sus parametros de crecimiento en
interaccion. Las letras ‘R’ o0 ‘E’ en el titulo de cada gréfica indican las respuestas competitivas o los efectos
competitivos para los parametros A; (Area antes del contacto), Ar (area al final del bioensayo) y TCi (Tasa de
crecimiento) en PDA. Se agrega la ecuacién de la recta, el indice de correlacion (rs) y el valor p que en todos los
casos fue mayor a 0.05.
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Fig. 5. Gréficos de correlacién entre la frecuencia de los HE y sus parametros de crecimiento en
interaccion. Las letras ‘R’ o0 ‘E’ en el titulo de cada gréfica indican las respuestas competitivas o los efectos
competitivos para los parametros A; (Area antes del contacto), Ar (area al final del bioensayo) y TCi (Tasa de
crecimiento en interaccion) en PDA+EC. Se agrega la ecuacion de la recta, el indice de correlacion (rs) y el valor p
gue en todos los casos fue mayor a 0.05.
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Ip PDA vs Frecuencia

E Idominancia PDA = 91.9244-153.1346*x

ANEXO XI

rs=-0.12, p= 0.76

Ip PDA+EC vs Frecuencia
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Fig. 6. Graficos de correlacién entre la frecuencia de los HE y la capacidad competitiva de los HE. (a)
indices de dominancia en PDA y PDA+EC (Ip); (b) Captura secundaria de recursos (Csecundaria) y (c) Filtrado de
medios de cultivo acuoso al 25 y 50% (Filtrado). Las letras ‘R’ o ‘E’ en el titulo de cada gréfica indican,
respectivamente, las respuestas competitivas o los efectos competitivos para los pardmetros. Se agrega la
ecuacion de la recta y el indice de correlacidn junto con el valor p que en la mayoria de los casos fue mayor a 0.05,
excepto en la respuesta competitiva de los HE expuestos al filtrado del medio de cultivo de los demas hongos al

25%.
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