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Resumen

Los microorganismos del suelo y endofitos son utilizados como biofertilizantes en la agricultura
debido a que son promotoras de crecimiento e inductores del sistema de defensa en plantas. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar microorganismos endofitos de sistemas agroforestales de
café como biofertilizantes potenciales. El ensayo de biocontrol de los microorganismos enddéfitos
contra patégenos comunes del suelo se realizo in vitro en cultivos duales, las especies patdgenas
utilizadas fueron Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Alternaria solani y Sclerotium rolfsii.
El ensayo de promocion del crecimiento in vitro se realiz6 en cajas de Petri utilizando como
sustrato medio MS (Murashige y Skoog) y plantulas de Arabidopsis thaliana. La caracterizacion
bioquimica se hizo cualitativa y cuantitativamente. EI potencial efecto biofertilizante de los
microorganismos endofitos (Trichoderma y Bacillus), se evalud individualmente y en
combinacion (mezclas de ellos) en el cultivo de maiz, resultando 17 tratamientos y un testigo. Los
datos obtenidos se analizaron usando Minitab 19 para el analisis de varianza (ANOVA), v las
medias fueron clasificadas con la prueba de Tukey (p<0.05). De un total de 18 cepas de hongos
aisladas, se identificaron cinco géneros; Colletotrichum, Fusarium, Simplicillium, Lasiodiplodia y
Trichoderma, asi como dos especies bacterianas del género Bacillus. Los miembros de
Trichoderma y Bacillus, resultaron efectivos para el biocontrol de patdgenos y promovieron in
vitro el crecimiento vegetal de Arabidopsis Thaliana; ademas, promovieron el crecimiento de las
plantas de maiz y aumentaron el rendimiento del grano, atribuidos a la capacidad de estos

microorganismos para producir sider6foros, acido indolacético y fijar nitrogeno atmosférico.

Palabras claves: Trichoderma, promocién del crecimiento, fertilizacion, Bacillus, café, maiz.



Abstract

Soil microorganisms and endophytes are used as biofertilizers in agriculture because they are
growth promoters and inducers of the defense system in plants. The objective of this work was to
characterize endophytic microorganisms from coffee agroforestry systems as potential
biofertilizers. The biocontrol test of endophytic microorganisms against common soil pathogens
was carried out in vitro in dual cultures, the pathogenic species used were Fusarium oxysporum,
Fusarium equiseti, Alternaria solani and Sclerotium rolfsii. The in vitro growth promotion assay
was carried out in Petri dishes using MS medium (Murashige and Skoog) and Arabidopsis thaliana
seedlings as a substrate. The biochemical characterization was done qualitatively and
quantitatively. The potential biofertilizing effect of endophytic microorganisms (Trichoderma and
Bacillus) was evaluated individually and in combination (mixtures of them) in the corn crop,
resulting in 17 treatments and one control. The data obtained were analyzed using Minitab 19 for
analysis of variance (ANOVA), and the means were classified with the Tukey test (p<0.05). Of a
total of 18 fungal strains isolated, five genera were identified; Colletotrichum, Fusarium,
Simplicillium, Lasiodiplodia and Trichoderma, as well as two bacterial species of the genus
Bacillus. Members of Trichoderma and Bacillus were effective for the biocontrol of pathogens and
promoted plant growth of Arabidopsis Thaliana in vitro; In addition, they promoted the growth of
corn plants and increased grain yield, attributed to the ability of these microorganisms to produce
siderophores, indole acetic acid, and fix atmospheric nitrogen.

Keywords: Trichoderma, growth promotion, fertilization, Bacillus, coffee, corn



Introduccion

El uso desmedido de agroquimicos en la agricultura convencional ha generado un impacto negativo
significativo en los suelos agricolas, tanto en México como a nivel mundial. Esta practica esta
vinculada a una serie de problemas ambientales de gran magnitud, que incluyen la destruccion de
ecosistemas naturales, la degradacion de la fertilidad de los suelos, la pérdida de cosechas y la
contaminacion de cuerpos de agua; estos efectos no solo comprometen la productividad agricola y
por ende la soberania alimentaria, sino que también amenazan la sostenibilidad de los recursos
naturales y la biodiversidad. La agricultura consume hasta el 85% de la produccion mundial de
agroguimicos, con el fin de mantener el control sobre las plagas que afectan los cultivos y mantener
la explotacion excesiva del suelo (Del Puerto et al., 2014).

Ante esta situacion se han buscado alternativas al uso de agroquimicos. Una de las alternativas
promisorias son los biofertilizantes a base de microorganismos enddfitos que promuevan el
crecimiento de las plantas y que, ademas, presenten actividad anti-fitopatogénica. Los sistemas
agroforestales, tales como los sistemas de café son ambientes que no han sido tan perturbados
quimicamente. En este sentido, los cafetales en México son sistemas agroforestales ampliamente
diversos y conservados en términos de riqueza bioldgica, donde se ha privilegiado la produccion
organica. Por lo tanto, podrian ser una fuente promisoria de microorganismos endofitos con
potencial biofertilizante.

Los microorganismos endofitos habitan los espacios intercelulares, intracelulares y vasculares de
los tejidos de las plantas sin inducir signos de patogenicidad (Ward, 2006). Esta coexistencia intima
(microorganismo-planta) sugiere que estos microorganismos podrian ofrecer beneficios directos a
la planta hospedera. Entre estos beneficios, destaca la capacidad de mejorar la adaptacion de las

especies vegetales frente a estreses bioticos y/o abioticos (Kusari, 2012).



Objetivos

Objetivo general
Caracterizar microorganismos endoéfitos de sistemas agroforestales de café como biofertilizantes
potenciales
Obijetivos especificos
e Identificar molecularmente microorganismos (hongos y bacterias) aislados de raices de café
bajo sistema agroforestal
e Determinar el efecto biocontrolador in vitro de los microorganismos endofitos contra
patdgenos comunes del suelo
e Evaluar el efecto promotor de crecimiento in vitro de los microorganismos endofitos en
plantulas de Arabidopsis
e Caracterizar bioquimicamente las especies de microorganismos enddfitos con potencial
biofertilizante
e Evaluar el efecto biofertilizante de los mejores microorganismos utilizando como modelo

cultivo de maiz
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Revision de literatura

La agricultura convencional

La agricultura convencional, basada en los principios de la Revolucion Verde (Vésquez y
Vignolles, 2015; Silva et al., 2017), constituye un modelo productivo caracterizado por diversas
particularidades; este enfoque se distingue por el predominio del monocultivo y el empleo de
variedades vegetales de alto rendimiento, generalmente hibridas o transgénicas, junto con un
elevado nivel de mecanizacion. Ademas, depende en gran medida de insumos agricolas externos,
como semillas, fertilizantes y agroquimicos destinados al control de plagas, enfermedades y
arvenses (Blesh y Barrett, 2006; Capellesso et al., 2016; Silva et al., 2017). Si bien este modelo
persigue optimizar la eficiencia y maximizar la productividad agricola, las préacticas intensivas que
promueve han suscitado preocupaciones en torno a su impacto ambiental y la sostenibilidad a largo
plazo.

En el panorama actual, ha surgido la idea de que, aunque la revolucién verde y la agricultura
convencional han conseguido un notable incremento en la produccion y productividad agricola
(Vasquez y Vignolles, 2015; Kavitha y Chandran, 2017; Silva et al., 2017), también han generado
una serie de desafios ambientales. Desde una dptica ambiental, se destacan problemas como la
erosion y pérdida de fertilidad del suelo, la contaminacién de tierras, aguas y alimentos con
agroquimicos, la deforestacion, la ineficiencia energética, la dependencia de combustibles fosiles
y su contribucion al cambio climatico. A ello se suma la pérdida de biodiversidad, la reduccién de
la variabilidad genética, la eliminacion de insectos benéficos, el debilitamiento de la resiliencia de
los ecosistemas, asi como la aparicién de resistencias a los plaguicidas (Blesh y Barrett, 2006;
Capellesso y Cazella, 2013; Capellesso et al., 2016; Kavitha y Chandran, 2017).

El uso desmedido de fertilizantes quimicos ha generado una acumulacion progresiva de sales y
sustancias nocivas en el suelo. Si bien estos productos favorecen la fertilidad en una primera etapa,
con el tiempo provocan alteraciones en la estructura del suelo, reduciendo su capacidad para retener
agua y nutrientes; este desequilibrio impacta negativamente en la actividad biolégica, lo que
conduce a una menor productividad agricola y aumenta la susceptibilidad del terreno a la erosion
y degradacion fisica, quimica y biolégica (Cuadras et al., 2021). El rendimiento de los cultivos ha

experimentado una disminucion progresiva como consecuencia del uso intensivo de agroinsumos
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quimicos. Este fendmeno se manifiesta también en la degradacién de los suelos, que se ven
afectados por la compactacion, la reduccién del contenido de materia organica y la pérdida de
biodiversidad. Ademas, se observa un incremento en la salinizacion, el agotamiento de los recursos
hidricos subterraneos, la deforestacion y la desertificacion. Estas practicas han incrementado la
vulnerabilidad de los cultivos frente a plagas y enfermedades, propiciando la eliminacion de
organismos benéficos y favoreciendo el desarrollo de resistencias a los plaguicidas por parte de
insectos, arvenses y organismos patogenos de las plantas (Carrol et al., 1990; Altieri, 1993; Hewitt
y Katherine, 1995).

Suelos agricolas degradados

En la actualidad, los suelos agricolas han sufrido una significativa reduccion en su capacidad
productiva, como consecuencia de una combinacion de factores naturales y actividades
antropogénicas. Entre las principales causas se encuentran las practicas intensivas asociadas a la
produccion de cultivos, debido al uso excesivo de fertilizantes quimicos en las explotaciones
agricolas, que ademas provoca un desequilibrio en la estructura del suelo y contribuye al
empobrecimiento de su materia organica. Esta degradacion trae como resultado un incremento
inmediato de la erosion y una consecuente pérdida de la fertilidad del suelo, comprometiendo la
sostenibilidad agricola a largo plazo; ademas, los efectos del viento, las lluvias intensas, el impacto
directo de las gotas de lluvia y la compactacién causada por maquinaria pesada reducen tanto la
porosidad como el espesor de la capa arable del suelo, lo que provoca una disminucion en su
fertilidad y afecta negativamente su capacidad productiva (Garcia et al., 1994; Pascual, 1995).

Los metales como el zinc (Zn), manganeso (Mn), cobalto (Co) y plomo (Pb) se encuentran entre
los principales contaminantes que se incorporan al suelo como resultado del uso de fertilizantes
sintéticos y plaguicidas en los cultivos. En particular, los fertilizantes superfosfatados destacan por
su alto contenido de metales, reportando concentraciones de 2,22 mg/kg de cadmio (Cd), 4,50
mg/kg de cobalto (Co), 12,5 mg/kg de cobre (Cu) y 50 mg/kg de zinc (Zn), segun lo indicado por
Gimeno (1996). Estas cantidades son especialmente alarmantes en el caso del cadmio, debido a su
alta capacidad de absorcién por las plantas, lo que puede desencadenar efectos fitotoxicos y
zootdxicos. El cadmio, ademas, tiene la capacidad de atravesar la barrera suelo-planta, afectando a

los consumidores de dichos cultivos antes de que se manifiesten signos de toxicidad en los tejidos
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vegetales (Chaney, 1983). Esta situacidn plantea un riesgo considerable para la salud de las plantas
y humana, subrayando la importancia de mitigar el uso desmedido de fertilizantes minerales en la

agricultura.

Microorganismos enddfitos en la agricultura

En la actualidad, los endéfitos han emergido como actores clave en la proteccion de los cultivos
contra estreses abioticos y bioticos, lo que ha suscitado un creciente interés en la comunidad
cientifica. En términos simples, los enddfitos son organismos que habitan en los tejidos de las
plantas; un aspecto fascinante de su ciclo de vida es la estrecha relacion que establecen con sus
hospederos, ya que permanecen en los tejidos durante periodos significativos sin causar
enfermedades ni efectos adversos. Por lo tanto, la asociacion entre endofitos y plantas suele ser
predominantemente mutualista (Grabka et al., 2022). Un extenso cuerpo de investigacion ha
abordado diversas poblaciones endofitas, abarcando a bacterias y hongos, con el objetivo de
comprender sus posibles beneficios para las plantas; entre los que se encuentran la sintesis de
metabolitos que estimulan el crecimiento, la produccién de compuestos repelentes de insectos
plaga, la generacion de agentes antimicrobianos para hacer frente a patdgenos que afectan a las
plantas, asi como la provision de proteccion a las plantas en entornos estresantes (Golinska et al.,
2015; Mishra et al., 2017; Gakuubi et al., 2021).

Los andlisis iniciales se centraron primordialmente en los endofitos bacterianos. Sin embargo, se
ha constatado que los hongos enddéfitos representan el grupo mas abundante en las plantas, a
diferencia de las bacterias, cuya presencia es mas notable en el suelo circundante. Este
descubrimiento sugiere una dindmica compleja entre los microorganismos que habitan en las
plantas y su entorno edafico, lo que enfatiza la importancia de considerar la interaccién dual de
hongos y bacterias en el ambito agricola (Jurburg et al., 2020). Numerosos estudios han revelado
que los enddfitos aislados de una misma especie vegetal pueden exhibir la capacidad de promover
el crecimiento de dichas plantas. En este sentido, se han documentado investigaciones que detallan
coémo las bacterias enddfitas, por ejemplo, pueden desencadenar el crecimiento positivo en plantas
gue no son sus hospederos naturales (Afzal et al., 2019). Estos hallazgos sugieren una interaccion

compleja y multifacética entre las plantas y sus enddfitos, destacando la posibilidad de aplicaciones
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practicas en la agricultura y la biotecnologia vegetal para mejorar el rendimiento y la resistencia
de los cultivos en condiciones adversas.

Se ha reconocido que los hongos enddfitos tienen una capacidad considerable para mejorar la
capacidad de absorcion de nutrientes de las plantas del suelo, tanto de macroelementos (por
ejemplo, calcio, magnesio, nitrégeno, fosforo, potasio) como micro (por ejemplo, boro, zinc)
(Vermaetal., 2021).

Pratiwi et al. (2020) llevaron a cabo el aislamiento de diversas bacterias fijadoras de nitrégeno (N)
de las raices de plantas de café, identificando a Rahnella aquatilis y Pseudomonas tolaasii como
las mas destacadas en la fijacion de nitrégeno y en la produccién de amonio. Es crucial destacar
que las bacterias endofitas desempefian un papel fundamental al modificar el nitrdgeno molecular
y convertirlo posteriormente en amonio, que las plantas hospederas utilizan para su crecimiento
(Jha et al., 2012).

Investigaciones adicionales llevadas a cabo por Pratiwi y colaboradores (2020) revelaron que varias
especies bacterianas, en particular Rahnella aquatilis y Kluyvera intermedia, presentan una
capacidad significativamente elevada para la solubilizacion de fosfatos (P). Los hallazgos de este
estudio son especialmente competitivos en comparacion con los obtenidos por Muleta et al. (2013),
quienes exploraron especies rizobacterianas del suelo asociadas a las raices del café y demostraron
su notable capacidad solubilizante de fosfatos.

Teshome et al., (2017) destacaron que las especies del género Pseudomonas representaban el
14,5% de las bacterias solubilizantes de fosfato mas prominentes en sus aislamientos, seguidas por
Citrobacter spp. (3,6%), Rhodococcus spp. (9,1%), Stenotrophomonas spp. (7,3%), asi como
Gordonia y Bacillus spp. (3,6%).

Bacterias endofitas

La relacion entre las bacterias endofitas y las plantas hospederas es compleja y multifacética,
debido a que estimulan el crecimiento vegetal mediante la movilizacion de nutrientes presentes en
el suelo, asi como la produccion de diversos reguladores del crecimiento. Ademas, contribuyen a
la proteccion de las plantas contra fitopatdgenos, ya sea mediante el control o la inhibicidn de estos
patogenos. Las bacterias enddfitas también mejoran la estructura del suelo y facilitan procesos de

biorremediacion en suelos contaminados, al secuestrar metales pesados toxicos y compuestos
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xenobi6ticos en los tejidos vegetales (Ahemad, 2012). La importancia de las bacterias endéfitas en
la mejora de la absorcion de nutrientes del suelo por parte de las plantas se lleva a cabo a través de
la estimulacion y el desarrollo de las raices, lo que facilita un acceso mas eficiente a los recursos
nutritivos disponibles, facilitando la solubilizacion de fosfatos y la fijacion bioldgica de nitrégeno;
ademas, estas bacterias establecen relaciones mutualistas (Li et al., 2008; Schouten, 2019).

Las bacterias endofitas solubilizadoras de fosfato (BSF) son microorganismos que juegan un papel
fundamental en la solubilizacion de fosfatos minerales al secretar acidos organicos como
butanoico, etanoico, metanoico y propanoico (Goldstein et al., 2003; Wan y Wong, 2004; Paredes-
Mendoza et al., 2010). EI mecanismo principal mediante el cual estas bacterias logran su funcion
implica la ruptura de enlaces de fosforo insoluble, facilitada por su interaccion con iones metalicos
como Al, Fe y Ca (Restrepo-Correa et al., 2017). Este proceso no solo es esencial para la
disponibilidad de fosforo en el suelo, sino que también tiene implicaciones significativas en la
fertilidad del suelo y el crecimiento de las plantas. Un grupo fundamental de bacterias enddéfitas
estd compuesto por aquellas fijadoras de nitrégeno, junto a cianobacterias y actinobacterias, estas
bacterias son responsables de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN), asi como de la produccion
de metabolitos secundarios (Swarnalakshmi et al., 2016). El proceso de fijacion de nitrogeno,
facilitado por el complejo nitrogenasa, convierte el nitrogeno atmosférico en formas que son
asimilables por otros organismos (Bellenger et al., 2020). Las bacterias fijadoras de nitrégeno
pueden adoptar dos modalidades de vida: por un lado, algunas son simbidticas y enddfitas,
estableciendo nodulos en leguminosas; por otro lado, existen especies como Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus y Clostridium, que se desarrollan de manera libre en el medio ambiente (Puri
et al., 2017; Soumare et al., 2020). Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal desempefian
un papel fundamental en el desarrollo de las plantas mediante una variedad de mecanismos
fisiolégicos. Entre estos mecanismos se incluyen la fijacion de nitrogeno, la solubilizaciéon de
fosforo y la sintesis de sideroforos. Ademas, producen compuestos beneficiosos como quitinasas,
fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas) y antibidticos (Pitiwittayakul y Tanasupawat,
2020). Su relevancia se hace particularmente evidente en regiones aridas y semiaridas, donde
investigaciones como la de Kobayashi et al. (2002) destacan su papel esencial en el establecimiento
de diversas especies vegetales. Estas bacterias actuan como verdaderos aliados invisibles,

revelando la complejidad y la maravilla de las interacciones microbianas en el reino vegetal.
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Hongos endofitos

Los hongos enddfitos son microorganismos que habitan en los tejidos vivos internos de las plantas,
estableciendo una relacion simbidtica que puede ser altamente beneficiosa para su hospedero; estos
hongos, desempefian un papel crucial en la defensa de las plantas frente a diversas amenazas, que
se pueden clasificar en dos categorias principales. Por un lado, los factores bioticos, que incluyen
patdgenos y herbivoros, y por otro, los factores abioticos, que abarcan el estrés salino, térmico y la
acumulacion de metales en el ambiente. De este modo, los hongos endofitos contribuyen a mejorar
la resistencia de las plantas, promoviendo su salud y supervivencia en entornos adversos (Ramos
et al., 2016).

Investigaciones, como la realizada por Schulz et al. (1999) han demostrado que la condicion
saprofita de los hongos endéfitos puede verse alterada de manera adversa cuando las plantas se
vuelven susceptibles a desordenes nutricionales o estrés hidrico. Este fendmeno da lugar a la
aparicién de lo que se denomina "hongos endofitos temporales” o "patdgenos latentes™ (Marquez
et al., 2012). La latencia de estos hongos implica la existencia de infecciones asintomaticas que
pueden hacerse evidentes tras un periodo de inactividad. Cuando las condiciones se tornan
favorables para el huésped y/o desfavorables para la planta, estos hongos pueden transitar de un
estado quiescente a uno patogénico, llegando incluso a comportarse como patdégenos en contextos
ambientales especificos (Begoude et al., 2011; Delaye et al., 2013).

La proteccion que los hongos endofitos ofrecen a sus hospedadores se manifiesta a través de tres
mecanismos fundamentales. En primer lugar, el mecanismo directo se basa en la produccion de
enzimas y metabolitos secundarios que poseen propiedades anti-patdgenas. En segundo lugar, el
mecanismo indirecto implica la induccion o el aumento de la expresion de los mecanismos de
defensa fisiologicos o quimicos inherentes a la planta hospedera. Por ultimo, el mecanismo
ecologico se ejerce mediante la depredacion, el hiperparasitismo y la ocupacion del nicho ecoldgico
(S&nchez-Ferndndez et al., 2013). Este complejo sistema de interacciones subraya la relevancia de

los hongos endéfitos en la salud y resistencia de las plantas en diversos ecosistemas.
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Abstract

Endophytic beneficial microorganisms of plants are used as growth promoters and defense system inducers in
agricultural crops. The objective of the work was to characterize endophytic fungi isolated from the roots of coffee
plants grown in organic agroforestry systems. In addition to evaluating their potential as biocontrol agents against
fungal pathogens and for plant growth promotion. The biocontrol activity of endophytes against four pathogens was
performed in dual in vitro cultures in Petri dishes with potato dextrose agar (PDA), and growth inhibition was measured
for the fungal pathogens. Growth promotion was evaluated by in vitro interaction between Arabidopsis seedlings and
the endophyte, using MS (Murashige and Skoog) culture medium as substrate. The endophytic microorganisms were
biochemically characterized qualitatively and quantitatively. Eighteen strains of endophytic fungi were isolated and
placed in five genera: Colletotrichum, Fusarium, Simplicillium, Lasiodiplodia and Trichoderma. Ten Trichoderma
strains exhibited antagonistic activity against selected fungal pathogens and promoted in vitro growth of Arabidopsis

thaliana seedlings by their ability to produce siderophores, indole-3-acetic acid and fix nitrogen.

Key words: interaction, Trichoderma, Fusarium, antagonism, biochemical tests.

Introduction

Endophytic microorganisms (EMOs) that colonize the internal part of the plant tissue without causing damage to their
host, are part of the microbial communities that interact with plants in a mutualistic and symbiotic way. EMOs have
been isolated and studied from approximately 300,000 plant species, from grasses to trees, including economically
relevant crops (Santoyo et al., 2016). The benefits attributed to EMOs are antaganism, mycoparasitism and/or
antibiosis against pathogens, as well as nutrient uptake and solubilization; in addition, they promote growth and induce
the plant defense system (Husseiny et al., 2021). These benefits can be manifested in plants directly and indirectly.
Therefore, the characterization of EMOs is crucial to determine the bioactive compounds and the mechanisms of action
they exert on their host plant (Herreflo, 2023). Directly, they have the capacity to fix nitrogen, solubilize phosphates,
produce siderophores and phytohormones (auxins, gibberellins and cytokinins) involved in plant growth (Afzal ef al.,

2019). Indirectly, they inhibit pathogen growth and induce resistance pathways (Pinheiro et al., 2017).

Several studies have demonstrated the potential of EMOs to control diseases and improve crop yields. In Karnataka,
India, 360 endophytic fungi were isolated from plant tissue of Sorghum bicolor; among the isolates, the fungus
Trichoderma asperellum was characterized as a high-spectrum antagonist against pathogens; in addition, 82% of the
isolated endophytes promoted plant growth by producing indole-3-acetic acid, siderophores, phosphate solubilization
and cellulase activity (Sollepura et al., 2020). Wang et al., (2021) determined that the parasitic and antagonistic
functions of an endophytic strain of Trichoderma is through cell lysis by the enzymatic activity of proteases, amylase,
cellulase and laccase; while the formation and length of roots of Arabidopsis thaliana was by the production and

secretion of iron carriers, auxin and ammonia. Likewise, it was determined that EMOs of the genera Arthrinium,
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Biscogniauxia, Daldinia, Diaporthe and Nigrospora from coffee leaves act as antagonists and growth inhibitors of

Alternaria alternata, Penicillium digitatum, Pseudomonas syringae and Salmonella enterica (Lu et al., 2022).

For years, grasses (Poaceae family) have been the main source of EMOs. In the late 1990s, the first studies of
endophytes isolated from coffee plants (Coffea arabica) emerged, integrating a great diversity of EMOs into the
production system with the objective of promoting plant growth and improving coffee seed quality (Asad ef al., 2023).
Fungal genera such as Colletotrichum, Trichoderma and Cercospora are frequently isolated from leaves of organic

coffee plants with antifungal capacity (Bongiorno ef al., 2016).

In Mexico, coffee cultivation is of great economic importance due to the exportation of the bean; coffee production is
mainly concentrated in the states of Chiapas, Veracruz and Puebla (Flores, 2015). Chiapas is considered a pioneer in
organic production established under agroforestry systems using native trees (Posada et al., 2016; Soto et al., 2022).
Consequently, organic coffee agroforestry systems are a potential source for the isolation of EMOs, because they have

greater biodiversity, since they are systems with little chemical disturbance.

Therefore, native EMOs represent an alternative in agricultural production systems with potential for agro-industrial
and environmentally friendly application, which can reduce the excessive use of agrochemicals in the agricultural and
forestry sector (Nwachukwu ef al., 2021). The objective of this research was to characterize endophytic fungi isolated

from coffee plant roots with biocontrol potential against pathogens and plant growth promotion

Material and methods
Biological material collection

The coffee tissue (roots) samples were obtained from organic coffee agroforestry systems in the localities of La Lucha
and Nueva Independencia, belonging to the municipality of Angel Albino Corzo (15° 52' N and 92° 43' W) and the
locality of Gracias a Dios in the municipality of Villa Corzo (16° 26' N and 93° 16' W) in Chiapas, Mexico.

Tissue samples (roots) were taken at a depth of 10-20 cm, from coffee varieties (Catimor, Bourbon, Marago, Oro
Azteca, Arabe, Costa Rica, Sarchimor and Catimor amarillo), and were processed in the biofertilizer and bioinsecticide
laboratory of the Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas, Villa Corzo. Roots were dissected into 5 mm long
explants, and washed consecutively with 70% ethanol for 3 min, 10% sodium hypochlorite for 10 min and sterile
distilled water (twice). The explants were seeded on potato dextrose agar (PDA) medium and incubated at 28 °C.

Mycelial growth of fungi was monitored every 24 h, isolated and purified by hyphal tip technique.

Endophyte fungi identification

The isolated endophytic fungi were classified by macroscopic morphological characteristics, especially color and shape

of colonies, and identified by microscopic characters using an Axiolab microscope (Carl Zeiss) and the dichotomous
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keys of Watanabe (2002). Morphological identification was corroborated molecularly by sequencing of the ITS marker
gene. An explant of the fungus was seeded on PDA covered with a sterile cellophane (brand: pape) and incubated for
seven days at 28 °C. The mycelium was harvested and frozen in liquid nitrogen, then DNA was extracted using the
protocol of Raeder and Broda (1985). The total DNA was used to amplify the 18s internal transcribed spacer (ITS) of
the rDNA using primers ITSS (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") and ITS4 (5-TCCTCCGCTT
ATTGATATATGC-3") where the expected fragment for fungi ranges from approximately 600 to 710 base pairs (bp)
(White ef al., 1990). PCR amplicons were sequenced following the method of Sanger and Coulson (1975) on an ABI
sequencer (Applied Biosystems). Subsequently, the sequences were compared by BLAST and recorded in the NCBI
database (Altschul ef al., 1990).

In vitro confrontation, plant growth promotion and biochemical characterization tests were carried out with strains of

endophytic fungi identified and selected as beneficial.

In vitro confrontation assay of endophytic fungi against pathogens

The confrontation assay (endophytic fungi vs pathogenic fungi) in vitro was performed in dual cultures, following the
protocol described by Rios ef al., (2016). The antifungal activity of endophytic fungi was evaluated against the
common soil pathogens Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Sclerotium rolfsii and Alternaria solani donated by
the Laboratory of Plant Pathology and Biological Control CIAD-Unidad Cuauhtémoc Chihuahua, Mexico (Rios ef al.,
2016; Ruiz-Cisneros et al., 2017). The inhibition of radial growth (IRG) of the fungal pathogen was the variable
measured after seven days of interaction at 28 °C. Measurements were taken from the four cardinal points of the Petri
dish using a vernier (brand: dasqua). The IRG was determined by applying the following formula IRG= (R1-
R2)/R1x100, where R1 represents the radial growth of the pathogen alone and R2 represents the radial growth of the

pathogen in interaction with the antagonist. The assays were conducted in triplicate at different times.

In vitro Arabidopsis growth promotion assay

The in vitro ability of endophytic fungi to promote plant growth was evaluated following the protocol of Pérez-Corral
et al., (2022). Arabidopsis thaliana (Col-0) seeds were disinfected with 70% ethanol for 5 min, followed by 3% sodium
hypochlorite for 7 min, and five washes with sterile distilled water (1 min). Then, three A. thaliana seeds per replicate
(four replicates per fungus) were sown in Petri dishes with MS medium (Murashige and Skoog). After 96 h, the
germinated seedlings were placed an inoculum of 7 mm diameter of each endophytic fungus in their respective box;
they were incubated at 25 °C with an angle of 65° to avoid root obstruction, photoperiod of 16:8 h light/dark for 10 d.
The variables measured were: number of leaves, root length, fresh weight of roots and shoots. These trials were

conducted in triplicate at different times.

Biochemical characterization of endophytic fungi
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Endophytic growth-promoting fungi in 4. thaliana were biochemically characterized, following different qualitative
and quantitative protocols. To determine nitrogen-fixing strains, nitrogen-free ASHBY'S selective medium (20 g
sucrose, 0.2g K2HPO4, 0.2g MgS04.7H20, 0.2g NaCL, 0.1g K2S04, 5g CaCO3, 15g agar, 1000 pl microelements,
gauged to 1L with H20) was used. Experimental boxes were inoculated with a 7 mm diameter explant of each fungus
and incubated at 28 °C for 7 d. Fungi that grew on the culture medium were taken as positive (Salazar and Ordofiez,
2013). In vitro siderophore production was evaluated on chromoazurol agar following the protocol of Louden et al.,
(2011). A7 mm diameter explant with 7 d of growth of each endophyte was seeded on chromoazurol agar and incubated
at 28°C for 7 d. Strains that formed a halo of orange or yellow-transparent coloration were considered positive. The
ability of endophytic fungi to solubilize phosphate was evaluated using NBRIP medium (10g glucose, 5g Ca3 (PO4)2,
Sg MgCI2.6H20, 0.25g MgS04.7H20, 0.2g KC1, 0.1g (NH4)2 SO4, 15g agar, gauged to 1L with H20). The strains
that presented a transparent halo around the explant inoculated in the medium were taken as positive (Shekhar, 1999).
To determine the production of indole-3-acetic acid (IAA), a 7 mm diameter explant of the endophytic fungus was
seeded in nutrient broth supplemented with L-tryptophan, incubated at constant agitation (180 rpm) for 7 d, then the
culture was centrifuged at 10,000 xg for 15 min; 1 ml of supernatant was mixed with 2 ml of Salkowski solution and
incubated for 30 min at room temperature in the dark. Quantification of AIA produced by the endophytic fungi was

determined in a Thermoscientific spectrophotometer at 530 nm (Oliveira et al., 2014).

Experimental design and statistical analysis

The in vitro experiments of confrontation (endophytic fungi vs. pathogenic fungi) and growth promotion of A. thaliana
plants were conducted using a completely randomized design and in triplicate (at different times). For the first case, 4
biological replicates were used in each confrontation, and 4 controls (per pathogen and antagonist). Data obtained in
both experiments (IRG and growth promotion) were processed in minitab 19 software for analysis of variance

(ANOVA) and means were separated by Tukey's test (P<0.05).
Results
Endophytic fungi isolated from coffee plant roots

By sequencing the ITS marker, 18 strains of endophytic fungi isolated from coffee roots, grouped into five genera
(Trichoderma, Colletotrichum, Fusarium, Simplicillium and Lasiodiplodia), were identified and registered in the NCBI
(Table 1). Fungi of the genus Trichoderma were identified 10 strains belonging to four species: 7. longibrachiatum
(C1Ca), T. asperellum (C2BM, C3Moa, C5Ca, C7TM, C9CaM), T. hamatum (C40a, C10AOa) and T reesei (C6ACa,
C11M), two species of Colletotrichum: C. gloeosporoides (C130aS) and C. boninense (C14CaOaASCr, C230a) one
species of Fusarium oxysporum (C16A0aCa, C18SCrOa, C19ASCM) one of Simplicillium lanosoniveum (C210a)
and one of Lasiodiplodia theobromae (C24MCrOaC) (Table 1).

The results suggest that the roots of coffee plants interact with a great diversity of fungal genera (beneficial endophytes

and pathogens) independent of the variety, maintaining a dynamic microbiological balance, which are regulated, act
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and are part of this complex system. It is important to mention that the genus Trichoderma was present in all the
varieties and locations sampled, in this research it is reported for the first time in Mexico a diversity of the genus
Trichoderma (10 strains) as endophytic fungi associated to coffee roots, with characteristics that can be promising in
the biofertilization of this crop (Table 1). Due to the widely documented importance of this genus as a beneficial

fungus, the strains were characterized for their antifungal and plant growth promoting abilities.

Biocontrol of pathogenic fungi by Trichoderma strains

The ten Trichoderma strains selected inhibited mycelial growth of the pathogens, F. oxysporum, F. equiseti, S. rolfsii
and A. Solani (Table 2). The pathogen F. oxysporum, was inhibited to the greatest extent (70%) by strain C11M
(Trichoderma reesei), followed by strains C1Ca (7. longibrachiatum), C3Moa, C5Ca (T. asperellum) and C6ACa (T.
reesei) with inhibition values of 58-59%. Strains C2BM, C7M, C9CaM (T. asperellum) and C40a, C10AOa (T
hamatum) inhibited pathogen growth in lower percentages (Table 2). The pathogen F. equiseti, was inhibited by 68 and
60% by strains C1Ca (T. longibrachiatum) and C2BM (7. asperellum), respectively, while strains C3Moa, C5Ca, CTM
and C9CaM of T. asperellum inhibited by 57% (Table 2). The pathogen S. rolfsii, was mostly inhibited by 7. reesei
strains C6ACa and C11M with values of 72 and 69% respectively, followed by strain C1Ca (7. longibrachiatum) with
59%. Although S. rolfsii is a fast-growing pathogen, the Trichoderma strains were able to inhibit its growth, both fungi
came into contact with each other within 72 h of each other. The rest of the Trichoderma strains presented lower
inhibition percentages, attributed to their low growth rate (Table 2). The pathogen A. solani was inhibited by most of
the Trichoderma strains, ranging from 19.57 to 58.67% (Table 2), where the highest inhibition values were obtained
with strains C9CaM (T. asperellum) and C1Ca (1. longibrachiatum) 58.67 and 57.98%, respectively.

In vitro growth promotion of A. thaliana by endophytic Trichoderma strains

The growth promotion effect of 4. thaliana was dependent on the Trichoderma strain. The plants inoculated with the
Trichoderma strains presented greater root length than the control plants, those inoculated with strain CI0AOa
(Trichoderma hamatum) presented the highest value 40.10 mm (Table 3). As for the fresh weight of the roots, it was
significantly promoted by strain C10AOa (Trichoderma hamatum) with a value of 2.8 mg being superior to all other
treatments. In the variable fresh weight of shoots, the plants inoculated with the Trichoderma strains presented higher
weights than the control treatment; however, the highest value 17.12 mg was obtained from the plants inoculated with
strain C10AOa (Trichoderma hamatum) compared to the control plants 7.4 mg. Most Trichoderma strains increased
the number of secondary roots in 4. thaliana plants, being statistically different from control plants (Table 3). These
results show that the Arabidopsis plants inoculated with Trichoderma strains presented greater growth than the control

plants, so that these strains, besides inhibiting the growth of phytopathogenic fungi, promote plant growth.
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Endophytic strains of Trichoderma produce auxins, siderophores and fix nitrogen

Endophytic fungi of the genus Trichoderma that inhibited pathogen growth and promoted Arabidopsis growth were
biochemically characterized (Table 4). Most of the Trichoderma strains, with the exception of C40a (I, hamatum)
were able to fix nitrogen, evidenced by their ability to grow on nitrogen-free ASHBY'S medium. All ten Trichoderma
strains produced indole-3-acetic acid at different concentrations (Table 4); however, strain CTM (7. asperellum)
presented the highest AIA production (330 mg/L), followed by strains C6ACa (T reesei), C9CaM, C5Ca, C2BM (T
asperellum) and C40a (T. hamatum). Eighty percent of the strains were able to produce siderophores, evidenced by a
halo of orange coloration on the chromoazurol agar medium (Table 4). All Trichoderma strains were unable to

solubilize phosphates (Table 4).

Discussion

Five genera of endophytic fungi isolated from coffee roots (7richoderma, Colletotrichum, Fusarium, Simplicillium and
Lasiodiplodia) were identified by sequencing the ITS marker (Table 1). Most members belonging to the genera
Trichoderma and Simplicillium are considered beneficial (Garcia, 2018; Tseng ef al., 2020), while members of the
genera Colletotrichum, Fusarium and Lasiodiplodia have mostly been reported as phytopathogens in various crops
(Martinez and Perez, 2015). These data differ from those reported by Saucedo et al., (2014) who, in Veracruz Mexico,
isolated 10 genera of endophytic fungi from leaves in different coffee agroecosystems: Alternaria, Beauveria,
Colletotrichum, Coniosporium, Cryptopsoriopsis, Diplodia, Glomerella, Guignardia, Phomopsis, Xylaria; while in
Panama, De Von et al., (2023) isolated endophytic fungi belonging to the genera Discosporium, Toxosporium,

Fusarium, Alternaria, Nigrospora, Curvularia, Colletotrichum and Bipolaris from grass leaves.

In Mexico, research has been conducted on endophytic fungi in different hosts; however, there are few studies on
endophytes isolated from coffee plant roots. For this reason, our findings contribute to the current knowledge,
especially with respect to their abundance and capacities (antifungal and growth promotion). Zarza et al., (2022)
reported the presence of a great diversity of endophytic fungi of the genera Cladosporium, Lasiodiplodia, Fusarium
and Pestalotiopsis associated with coffee leaves, stems and branches in the Soconusco region, Chiapas, Mexico. Solis
(2023) reported the presence of the genera Fusarium, Aspergillus, Pestalotiopsis, Stachybotrys, Curvularia, Diaporthe,
Daldinia and Colletotrichum in coffee leaves; they also reported that these genera inhibited the germination of spores
of the coffee rust fungus Hemileia vastratix. Likewise, a study of microbial diversity in coffee cultivation conducted
by Aguilar (2022), in three coffee growing regions of Chiapas, identified a great diversity of microbial genera in coffee
cherries, the most abundant and important being Pichia, Hanseniaspora, Candida, Wickerhamomyces, Meyerozyma,
Penicillium, Aspergillus, Sordaria, Kluyveromyces, Rhodotorula, Kwoniella, Cryptococcus, Bandoniozyma,
Schizophyllum, Trichosporon, Wallemia, Hannaella, Cystofilobasidium, Sporobolomyces and Sterigmatomyces. This
research reports for the first time in Mexico a diversity of fungi of the Trichoderma genus (10 strains) as endophytes
associated with coffee roots, with biofertilizer characteristics (Table 1), which may be promising in the biofertilization

of'this crop. Coincidentally, in the Dominican Republic, the isolation of 19 Trichoderma strains and 18 non-pathogenic
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Fusarium strains in roots of banana plants was reported (Morel et al., 2021). These findings show that, although
Trichoderma strains have been reported as endophytes in the phyllosphere (Herrera et al., 2023), they are also common

in the rhizosphere.

Trichoderma strains inhibited the radial growth of pathogens, the relevance in growth between Trichoderma and
Fusarium was found, where Trichoderma exhibited a higher growth rate compared to Fusarium, these results agree
with that reported by Aceves et al., (2019), where Trichoderma strains inhibited the radial growth of Fusarium spp.
Hoyos et al., (2019) reported that Trichoderma inhibited Fusarium growth by up to 88%. Biocontrol of Fusarium sp.
is through the production of antifungal enzymes that affect the mycelium through penetration and lysis of the cell wall,
in addition, competition for space and nutrients between this pathogenic genus and the antagonist Trichoderma sp.
(Corral et al., 2024).

The pathogen S. rolfsii, despite being a fast-growing pathogen, the Trichoderma strains were able to inhibit its growth,
both fungi came into contact within 72 h (Table 2). These data are in agreement with those obtained by Garrido and
Vilela (2019), who confirmed that the use of native Trichoderma strains inhibited the growth of S. rolfsii at 72 h.
Likewise, Martinez et al., (2020) reported moderate mycoparasitism and competition for nutrients by Trichoderma
against S. rolfsii, stopping the growth of this pathogen. The antagonistic activity of Trichoderma is due to various
mechanisms that cause the production of specific compounds including volatile organic compounds (VOCs) and
secondary metabolites such as peptaibols (small non-ribosomal peptides), polyketides, terpenes and pyrones as the
most studied ones involved in the defense system of plants (Hernandez ef al., 2019; Monte et al., 2022). For their part,
Hyder et al., (2017) argue that pathogen cell wall degradation is related to the action of chitinases, B-1,3-glucanases,
B-1,6-glucanases, a-1,3-glucanases, and proteases enzymes excreted during mycoparasitism of Trichoderma sp. The
pathogen A. solani was inhibited by most of the Trichoderma strains, ranging from 19.57 to 58.67% (Table 2). The
data found are similar to those reported by Rios et al., (2016) who report values of 56 to 62% in Alternaria growth
inhibition by Trichoderma asperellum strains. Medina et al., (2022) reported that Trichoderma inhibited the growth of
Alternaria with values higher than 87%. Castrillo ef al., (2021) observed microscopically that during the pathogen-
antagonist interaction, the hyphae of Alternaria sp. were coiled by Trichoderma sp. parasitism, extracting the cellular

contents and causing the death of the host hyphae.

Arabidopsis plants inoculated with Trichoderma strains showed higher growth in the variables root length, number of
secondary roots and shoot fresh weight (Table 3), these results are similar to those reported by You ef al., (2022) who
documented that A. thaliana plants inoculated with Trichoderma koningiopsis showed better growth in root length and
shoot fresh weight than control plants. Salas et al., (2015) evidenced that Trichoderma atroviride strains promoted
plant length and 7 virens increased biomass. Tseng et al., (2020) mention that growth promotion of A. thaliana by
Trichoderma occurs during the early stages of development. The beneficial effects of Trichoderma in terms of plant
growth promotion, may be due to its proven ability to enhance nutrient cycling and regulate phytohormones such as
indolacetic acid and gibberellic acid, which are involved in physiological processes of elongation and cell division,
promoting the growth of roots, stems and leaf area of plants (Celedon et al., 2016; Zin and Badaluddin, 2020; Olowe
et al., 2022).
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The Trichoderma strains reported in this work produced indole-3-acetic acid, fixed nitrogen, compounds that promote
cell division and differentiation, plant mass production, among others. In addition, most of the strains secreted chelating
compounds (siderophores) responsible for converting iron into a more soluble and assimilable form for plants, so that
these compounds are indicated as responsible for promoting plant growth. Li et al., (2018) demonstrated that plant
growth promotion by Trichoderma is through its ability to solubilize Ca3(P0O4)2, produce cellulases, siderophores,
AlAs, proteases and chitinases. Salas ef al., (2011) attributed growth promotion in A. thaliana seedlings to AIA
production by T atroviride, a strain that was also able to induce systemic protection against foliar pathogens. Gonzalez
et al., (2019) reported Trichoderma strains with the ability to produce AIA and fix nitrogen, favoring even the
concentration of nitrogen in Phaseolus vulgaris plants, as well as, the stimulation of growth by the production of AIA.
In a study carried out by Sanchez (2021), he found strains of Trichoderma with the capacity to produce AIA and to
solubilize iron (Fe) through the production of siderophores, Fe contributes in the synthesis of chlorophyll, as well as
in the enzymatic activity. For this reason, Trichoderma is considered as a plant growth promoter by the production of
deaminase, as well as phytohormones involved in cell division, root formation and plant growth (Tyskiewicz et al.,

2022).

Conclusion

Native endophytic fungi of the genus Trichoderma isolated from roots of organic coffee plants presented antifungal
properties in vitro and promoted the growth of Arabidopsis plants, via production and secretion of auxins, siderophores
and nitrogen fixation. This is the first report in Mexico of the diversity of fungi associated with coffee plant roots and
of endemic strains of Trichoderma isolated from these agroforestry systems with biofertilizer potential that can be

integrated into a sustainable agriculture system of coffee cultivation.
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Tables

Table 1. Diversity of root endophytic fungi of coffee varieties from three localities in Chiapas, identified by 18S rRNA

sequencing of the marker gene (ITS) and registered in GenBank.

Fungi strains Genus and GenBank Localities Varieties
(Key) species accession
number
ClCa Trichoderma PP108377 Nueva Independencia  Catimor amarillo (Ca)
longibrachiatum
C2BM Trichoderma PP106123 Nueva Independencia  Bourbon (B) y Marago (M)
asperellum
C3MOa Trichoderma PP108303 Nueva Independencia  Marago y Oro azteca (Oa)
asperellum
Las cumbres
C40a Trichoderma PP106125 Las Cumbres Oro azteca
hamatum )
Nueva Independencia
C5Ca Trichoderma PP106126 Nueva Independencia  Catimor amarillo
asperellum
C6ACa Trichoderma PP106127 La lucha Arabe (A) y Catimor
reesei . amarillo
Nueva Independencia
C™™M Trichoderma PP106246 Nueva Independencia  Marago
asperellum
C9CaM Trichoderma PP106248 Nueva Independencia  Catimor amarillo y Marago
asperellum
C10A0a Trichoderma PP917528 Las cumbres Arabe y Oro azteca
hamatum
C11M Trichoderma PP108559 Nueva Independencia  Marago
reesei
C130aS Colletotrichum PP108619 Nueva Independencia  Oro azteca y Sarchimor (S)
gloeosporoides
Las Cumbres
C14Ca0aASCr Colletotrichum ~ PP106249 Nueva Independencia  Catimor amarillo, Oro azteca,
boninense Arabe, Sarchimor y Costa
Las cumbres .
rica
C16A0aCa Fusarium PP106250 Las cumbres Arabe, Oro azteca y Catimor
oxysporum amarillo

Nueva Independencia
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C18SCrOa Fusarium PP917530 Las cumbres Sarchimor, Costa rica y Oro

oxysporum . azteca
Nueva Independencia

C19ASCM Fusarium PP10625 Las cumbres Arabe, Sarchimor, Catimor
oxysporum C) y Mérago
P Nueva Independencia ©y &

C210a Simplicillium PP106252 Las cumbres Oro azteca
lanosoniveum

C230a Colletotrichum PP108295 Las cumbres Oro azteca
boninense

C24MCr0OaC Lasiodiplodia PP108304 Las cumbres Marago, Costa rica (Cr), Oro

theobromae azteca y Catimor

Nva. Independencia

Table 2. Inhibition of radial growth of phytopathogenic fungi by Trichoderma strains after seven days of interaction.

Radial growth inhibition (%) + SD

Trichoderma strains FE. oxysporum F equiseti S. rolfsii A. solani

C1Ca T. longibrachiatum 59.790+ 2.4 B 68.668+ 2.2 A 59.706+ 1.1 B 57.987 +3.6 A
C2BM T. asperellum 52.362+2.5C 60.900+ 5.2 AB 48.824+ 2.2 DE 40.523+2.2 B
C3MOa T. asperellum 58.114+19B 57.105£2.1 B 47647+ 1.5E 55.113+3.9 A
C40a T. hamatum 43.927+2.8 E 36.201+3.2D 40.882+ 2.0 F 37.062+ 2.0 B
C5Ca T. asperellum 59.106+2.7B 57.637+3.0B 48.235+ 1.3 DE 53.757+ 6.3 A
C6ACa T. reesei 58203+ 0.8 B 53.830 £ 1.8 BC 72.647+ 1.4 A 43.340+2.6 B
C7M T. asperellum 46.16+ 2.1DE 57.129+2.2 B 55.588+2.2C 53.854 £+ 1.3 A
C9CaM T. asperellum 54.68+ 1.9 BC 57.166+3.9B 51.765+ 1.3 CD 58.670+ 3.2 A
C10AOa T. hamatum 51.41£ 2.6 CD 37.880+2.5D 83.824+1.5E 19.573 +2.0C
C11M T. reesei 70.556+ 1.3 A 46.689+ 0.9 C 69.118+= 1.1 A 55.324 £2.6 A

* Letters in the same column indicate significant differences in treatments, where means + standard deviation (SD)
that share the same letter are not significantly different according to Tukey's test (P<0.05).
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Table 3. Effect of Trichoderma strain inoculation on growth variables of Arabidopsis thaliana (number of leaves, root

length, fresh weight of roots and shoots, number of secondary roots) after 10 d of interaction.

Trichoderma strains Number of Root length Root fresh Fresh weight Number of

leaves weight of shoots secondary

(mm) roots
(mg) (mg)

Control plants 6.0£ 0.6 A 28.76£ 09 F 1.4£0.7B 7.4+ 08 E 73+£0.7G
Cl1Ca T longibrachiatum 6.2+ 0.4 A 33.68+ 0.9 CD 1.8£0.6 B 10.40+£0.7CD 7.3£0.5G
C2BM T asperellum 6.0+ 0.8 A 33.64+ 0.9 CD 1.2+ 0.6 B 10.32£09CD 9+ 0.8 EF
C3MOa T. asperellum 6.3+0.6 A 34.68+ 0.8 BC 1.8+0.5B 12.32+09B 10.3+ 0.7 CD
C40a T. hamatum 6.6=0.4 A 3535+ 0.7B 1.7£0.4 B 11.83£ 0.8 B 8.1+ 0.7 FG
C5Ca T asperellum 6.2+ 0.4 A 34.17+£ 0.9 BC 1.5£0.6 B 11.40£ 0.9 BC 11£0.7 BC
C6ACa T. reesei 6.2+£0.7 A 32.44+ 0.9 DE 1.9£04B 12.10+£0.9 B 9.4+ 0.5 DE
CTM T. asperellum 6.0=0.6 A 31.56x 09 E 1.9+0.7B 124809 B 9.2+ 0.8 DEF
C9CaM T. asperellum 6.0 0.6 A 34.17+£ 0.9 BC 1.6£0.7B 11.50£ 0.9 BC 9+ 0.8 EF
C10AOa T. hamatum 6.1£0.3A 40.10+ 0.8 A 2.840.7A 17.12+ 0.7 A 15£0.8 A
Cl1IM T. reesei 6.0£0.5A 31.39+ 0.9 E 1.3£0.6 B 9.4+0.7D 12.1£0.7B

* Letters in the same column indicate significant differences in treatments, where means + standard deviation (SD)
sharing the same letter are not significantly different according to Tukey's test (P<0.05).

33



Table 4. Indole-3-acetic acid-producing, siderophore-producing, nitrogen-fixing Trichoderma strains.

Trichoderma strains AIA production Siderophores N fixation Phosphate
(mg/L) solubilization
ClCa T. longibrachiatum 30+ 0.0 + + -
C2BM T asperellum 250+ 0.0 + + -
C3MOa T. asperellum 50+0.0 + + -
C40a T. hamatum 240 £ 0.0 - - -
C5Ca T asperellum 260 + 0.0 + + -
C6ACa T reesei 290+ 0.0 - + -
CTM T. asperellum 330+0.0 + + -
C9CaM T asperellum 270+ 0.1 + + -
C10AOa T. hamatum 90 £0.0 + + -
CIlIM T reesei 30+0.0 + + -
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Trichoderma spp. y Bacillus spp. promueven el crecimiento y rendimiento del cultivo de
maiz (Zea mays) disminuyendo las dosis de fertilizacion
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Resumen

Los microorganismos del suelo y enddéfitos de las plantas como los del género Trichoderma spp. y
Bacillus spp., son utilizados como biofertilizantes en la agricultura orgénica debido a que son
promotores de crecimiento e inductores del sistema de defensa de las plantas. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto biofertilizante de especies de Trichoderma y Bacillus endéfitos de café
en el cultivo del maiz (Zea mays). Se evaluaron cuatro especies del género Trichoderma (T.
longibrachiatum Clca, T. asperellum C3moa, T. hamatum C10AOQOa, T. reesei C11M) y dos
especies de Bacillus (B. amyloliquefaciens B49 y B. subtilis B17) donde los tratamientos fueron
combinaciones de hongos, bacterias y fertilizacion al 50 y 100 % teniendo un total de diecisiete
tratamientos y un testigo. El experimento se establecié en bloques completamente al azar con
cuatro repeticiones. Las variables que se midieron fueron altura de planta, nimero de hojas, peso
seco de raiz, tallo, hojas y rendimiento. Los datos obtenidos se les realizaron un andlisis de varianza
(ANOVA) y una prueba de comparacion de medias Tukey (P<0.05) utilizando el programa Minitab
19. Como resultados se encontr6 que todas las especies de Trichoderma y Bacillus promovieron el
crecimiento de las plantas de maiz y aumentaron el rendimiento del grano del cultivo aun en los
tratamientos con 50% de fertilizacion, superando al testigo absoluto y al tratamiento con 100% de
fertilizacion. La aplicacion de Trichoderma y Bacillus incrementa el rendimiento de maiz y reduce

la aplicacion de dosis de fertilizantes quimicos hasta un 50%.

Palabras clave: Biofertilizantes, crecimiento vegetal, fertilizacion, bioestimulante

36



Introduccion

En México, el maiz es el principal componente de la alimentacion de su poblacion; aunado a su
valor nutricional, destaca su importancia historica, cultural y econémica (Cazares et al., 2015). Sin
embargo, este cultivo demanda grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados y pesticidas
quimicos para el control de plagas y enfermedades; y con ello obtener altos rendimientos para
satisfacer la demanda alimentaria de los mexicanos y de la poblacion a nivel mundial (SIAP-
SAGARPA, 2015; Lopez-Valenzuela et al., 2019). Si bien el uso indiscriminado de agroquimicos
ha generado diversos problemas ambientales, como la degradacién de los suelos, alterando sus
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, debido a que la mayoria son altamente toxicos; ademas,
han alterado las comunidades microbianas del suelo, limitando su productividad y contribuyendo
al aumento de la resistencia de los patdgenos y su incremento en los costos de produccion (Jiménez,
2011).

En este sentido, los productos bioldgicos o biofertilizantes a base de microorganismos son una
alternativa de produccion amigable con el medio ambiente y pueden mitigar o coadyuvar a los
impactos negativos provocados por los agrogquimicos, debido a sus diferentes mecanismos de
accion tales como antagonismo, micoparasitismo, antibiosis contra patogenos: ademas de
promover el crecimiento e inducir el sistema de defensa de las plantas (De los Santos et al., 2018).
Entre los elementos mas valiosos en la produccién de estos biofertilizantes estan los
microorganismos promotores de crecimiento vegetal, conocidos como PGPM (Plant Growth-
Promoting Microorganism), aislados de ambientes diversos, con la habilidad potencial de estimular
el crecimiento de las plantas (Elein et al., 2005; Bashan et al., 2014). Por tanto, los hongos del
género Trichoderma spp. y bacterias del género Bacillus spp. favorecen el desarrollo radicular,
fijaciéon del nitr6geno atmosférico, solubilizacion del fosforo del suelo, produccion de acidos
organicos y metabolitos secundarios que actian analogamente a las fitohormonas, por lo que
influyen directamente en la disponibilidad de nutrientes y en la estimulacion del crecimiento
vegetal (Puente et al., 2010; Cano, 2011).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto biofertilizante de consorcios
microbianos de Trichoderma spp. y Bacillus spp. enddfitos de café en el cultivo del maiz (Zea

mays).

Materiales y métodos
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Campo experimental

El ensayo se llevd a cabo en el campo experimental de la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas (UNICACH), Villa Corzo, Chiapas, durante el ciclo primavera-verano del afio 2022, su
latitud de 16°09'49"N y cuenta con una longitud de -93°16'29"W, ubicado a 580 msnm.

Experimento en campo

Los microorganismos utilizados fueron Trichoderma longibrachiatum (C1Ca), T. asperellum
(C3Moa), T. hamatum (C10A0a), T. reesei (C11M), Bacillus amyloliquefaciens (B49) y Bacillus
subtilis (B17) donados por el Laboratorio de Biofertilizantes y Bioinsecticidas de la UNICACH,
Sede Villa Corzo, enddfitos aislados de raices de café cultivadas bajo sistemas agroforestales. Las
cepas de Trichoderma fueron esporuladas en PDA (papa-dextrosa-agar) y Bacillus crecidas en LB
(Luria-Bertani), ambos generos fueron cosechados y cuantificados en una cdmara Neubauer
(Isolab) y un microscopio Axiolab (Carl Zeiss), las concentraciones se ajustaron a 1x10° esporas/ml
para Trichoderma y 1x10% UFC/ml para Bacillus.

Las semillas de maiz (Pioneer 4039) adaptadas a la region, fueron inoculadas al momento de la
siembra por inmersion y sembradas a una distancia entre surcos 60 cm y distancia entre plantas 25
cm; se realizaron dos inoculaciones mas al suelo tres dias antes de cada fertilizacion a los 15y 30
dias después de la siembra. Se utiliz6 un disefio en bloques al azar con 4 repeticiones. El cultivo
fue fertilizado con la formula 142 N- 50 P- 110 K kg/ha (100% de fertilizacion) y con 71 N- 25 P-
55 K kg/ha (50% de fertilizacion) con base a un analisis de suelo. Los tratamientos que se utilizaron

fueron los siguientes.

Tabla 1. Tratamientos a base de Trichoderma y Bacillus evaluados en la produccion de maiz

Tratamientos

1. Testigo absoluto

2. 100% Nutricion (142 N -50 P - 110 K)

3. T longibrachiatum (C1Ca) + B. amyloliquefaciens (B49) +100% fertilizacion
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4. T. longibrachiatum (C1Ca) + B. amyloliquefaciens (B49) + 50% fertilizacion

5. T longibrachiatum (C1Ca) + B. subtilis (B17) + 100% fertilizacion

6. T longibrachiatum (C1Ca) + B. subtilis (B17) + 50% fertilizacién

7. T. asperellum (C3Moa) + B. amyloliquefaciens (B49) +100% fertilizacion

8. T asperellum (C3Moa) + B. amyloliquefaciens (B49) + 50% fertilizacion

9. T asperellum (C3Moa) + B. subtilis (B17) + 100% fertilizacion

10. T_ asperellum (C3Moa) + B. subtilis (B17) + 50% fertilizacion

11. T hamatum (C10AO0a) + B. amyloliquefaciens (B49) +100% fertilizacion

12. T hamatum (C10A0a) + B. amyloliquefaciens (B49) + 50% fertilizacion

13. . hamatum (C10AOa) + B. subtilis (B17) + 100% fertilizacion

14. T. hamatum (C10A0Oa) + B. subtilis (B17) + 50% fertilizacion

15. T reesei (C11M) + B. amyloliquefaciens (B49) +100% fertilizacion

16. T reesei (C11M) + B. amyloliquefaciens (B49) + 50% fertilizacién

17. T. reesei (C11M) + B. subtilis (B17) + 100% fertilizacion

18. T reesei (C11M) + B. subtilis (B17) + 50% fertilizacion

Las variables que se midieron fueron altura de planta, considerando la base del tallo hasta la espiga
(cm), nimero de hojas, peso seco de raices, tallos y hojas (gr) que conformaron la parte aerea de la
planta. Para el rendimiento de grano se realizo siguiendo la metodologia propuesta por CIMMYT,
(1985); donde se registro el rendimiento de grano (T/ha) y el peso de mil granos (gr), el rendimiento
del grano se ajusto al 12% de nivel de humedad con un determinador (Motomco 919) con un peso
de muestra de 250 gr. Las mediciones se realizaron en la etapa vegetativa, 40 dias después de la
siembra (dds) y reproductiva R6 (190 dds) del cultivo, mediante un analisis destructivo, se midieron
8 plantas por tratamiento. Los datos obtenidos se analizaron usando Minitab 16, para el andlisis de

varianza (ANOVA) y las medias fueron clasificadas con la prueba de Tukey (P<0.05).
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Resultados y Discusion

En la variable altura de plantas de maiz, se encontrd que todos los tratamientos presentaron mayor
altura comparado con el testigo absoluto, sin embargo, el tratamiento 12 (Trichoderma hamatum
(C10A0a) + B. amyloliquefaciens (B49) con 50% de fertilizacion) presentd el mayor valor de
altura de planta con una media de 242 cm comparado con el testigo absoluto y el tratamiento 2
(100% de nutricion) que presentaron valores de 185 y 227 cm respectivamente (Tabla 2). Los
resultados son similares a los reportados por Ortufio et al., (2013), donde encontraron que el uso
de microorganismos del género Trichoderma, mejoran la absorcion y optimizacion del N
reduciendo la dosis hasta en 50%, que dio lugar a un crecimiento sano y mayor altura de planta en
aguacate. Por su parte, Gao et al., (2020), reportaron que el género Bacillus en combinacién con
Azotobacter con 50% de nutricion, promovieron el crecimiento de las plantas de maiz, aumentando
su altura a 276 cm, comparado con su control (100% de nutricién) con una altura de 176 cm.

Para la variable peso seco de raices, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos; sin embargo, se registré que los tratamientos 6 (T. longibrachiatum (C1Ca) + B.
subtilis (B17) + 50% fertilizacién), 11 (T. hamatum (C10AOa) + B. amyloliquefaciens (B49)
+100% fertilizacion) y 13 (T. hamatum (C10AOa) + B. subtilis (B17) + 100% fertilizacion)
presentaron los mayores valores de 85, 88, 81 gr comparado con el testigo absoluto y el tratamiento
2 que presentaron valores de 60 y 61 gr, respectivamente (Tabla 2). Gao et al., (2020) reportaron
que la aplicacion combinada de purin de biogés, biofertilizantes (Azotobacter y Bacillus) con un
50% de NPK, son capaces de aumentar el peso seco de raices y hojas en el cultivo del maiz. Asi
mismo, Mtaita et al., (2019) sefialan que el aumento del peso seco en las plantas por la combinacién
de microorganismos puede deberse a una absorcién equilibrada de nutrientes, lo que conduce a una
mayor division y agrandamiento de las células, lo que genera el crecimiento en las plantas.

En la variable peso seco de tallos, se observo que el testigo absoluto presento una media de 88 gr,
siendo superado por 14 de los tratamientos evaluados; donde los tratamientos 9 (T. asperellum
(C3Moa) + B. subtilis (B17) + 100% fertilizacion) y 12 (T. hamatum (C10AOa) + B.
amyloliquefaciens (B49) + 50% fertilizacion) presentaron un valor de una media de 125 gr, seguido
del tratamiento 17 (T. reesei (C11M) + B. subtilis (B17) + 100% fertilizacion) con 124 gr (Tabla
2). Un estudio realizado por Silva et al., (2023), demostraron que la aplicacion de Trichoderma y
Bacillus con polvo de roca con 50% de nutricion, aumenta el peso seco de los brotes en el cultivo

de maiz, mismo que supera a su control.
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En la variable peso seco de hojas no se presentaron diferencias significativas entre el testigo
absoluto y los tratamientos (Tabla 2). Ademas de la importancia agricola que el cultivo de maiz
tiene para los agricultores, también resulta ser fuente de proteinas para el consumo animal, la
cosecha del maiz forrajero incluye toda la planta (tallo, hojas, grano) y puede ser cosechada en
verde 0 seco para su uso en pacas o ensilaje, de esto modo resulta importante el incremento de la
biomasa en la planta, razon por la que los microorganismos cumplen diversas funciones que le
permiten un mejor desarrollo, debido a la absorcion de nutrientes en las plantas (Reta et al., 2002).
Por su parte, Kurniawan (2017), menciona que la aplicacion de Trichoderma y sustancias humicas
en el cultivo de maiz mostraron mayor desarrollo de biomasa total seca con respecto al control, de
un 16 a 32% mas peso seco. Cabe resaltar que los microorganismos del género Trichoderma y
Bacillus favorecen al crecimiento de las plantas, al producir &cido indolacético, solubilizan
fosfatos, asi también, tienen la capacidad de producir sideréforos (Cubillos et al., 2011).

Los tratamientos evaluados en esta investigacion demostraron capacidad para aumentar el
rendimiento del grano; en particular el tratamiento 12 (T. hamatum (C10AOa) + B.
amyloliquefaciens (B49) + 50% fertilizacion) que, con el suministro de la mitad de la dosis de
fertilizacion, produjo 8 T/ha, comparado favorablemente con el testigo absoluto y el tratamiento 2
(100% de nutricion), que presentaron rendimientos de 5.3 y 7.7 T/ha respectivamente (Tabla 2).
Este resultado demuestra que la aplicacion de biofertilizantes a base de Trichoderma y Bacillus se
puede mantener e incrementar el rendimiento del cultivo de maiz y disminuir las dosis de
fertilizacion hasta en un 50%, de este modo se reducen los costos de produccion, asi como la sobre
explotacion de los suelos. Paez et al., (2006), indican que la inoculacion con Trichoderma spp.,
redujo la tasa de nitrégeno requerida por las plantas de maiz, en consecuencia, se reduce el costo
de produccion y se tiene una mejora ambiental. Del mismo modo, Nepali et al., (2020) reportaron
que el uso de cepas de Trichoderma con 50% de NPK, mejora la biomasa hasta en 83%, ademas
de aumentar el rendimiento del grano en un 15%. En diversos estudios realizados con bacterias del
género Pseudomonas y Bacillus como promotoras del crecimiento y rendimiento vegetal en
diferentes suelos, ambientes y cultivos de importancia agronémica mostraron un aumento del
rendimiento del 5 al 30%. Asimismo, una disminucion del 25 al 50% en la dosificacion de
fertilizantes quimicos (Hernandez Escarefio et al., 2015; Garcia Crespo et al., 2012; Adesemoye et
al., 2009; Aguado y Moreno, 2008).
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Tabla 2. Trichoderma spp. y Bacillus spp., estimulan el crecimiento y rendimiento del grano del
cultivo de maiz. Medias clasificadas con la prueba de Tukey (P<0.05)

Tratamientos Altura de Peso seco Peso seco de Peso T/ha
planta (cm) raiz (gr) tallo (gr) Seco
hojas
(gr)
1. Testigo absoluto 185+3.4 E 60+12ABCD 88+13BCDE 56t AB  5.3+0.1 F
2. 100% Nutricion (142 227+10.5 ABC 61+22ABCD 119+12ABC 58+ AB  7.7+0.4 BC
kg/ha N — 50 kg/ha P — 110
kg/ha K)
3. (T. longibrachiatum 233+7.4 ABC 74+11AB 115+8ABC 56t AB  7.8£0.1 B
(C1Ca) + B.
amyloliquefaciens (B49) +
100% fertilizacion
4. (T  longibrachiatum 221+4.8ABCD 76+3AB 123+10AB 60+ A 7.6£2 C
(C1Ca) + B.
amyloliquefaciens (B49) +
50% nutricion)
5. (T longibrachiatum 217+8.4BCD 59+10ABCD 109+9ABCDE 55+ AB 7.6£2C
(C1Ca) + B. subtilis (B17)
+ 100% nutricion)
6. (T longibrachiatum 229+7.9ABC 857 A 112+7ABCD 58+ AB  7.7+0.4 BC
(C1Ca) + B. subtilis (B17)
+ 50% nutricion)
7. T. asperellum (C3Moa) + 216+8.5BCD 34+8D 111+9ABCDE 60+ A 7.7£0.4 BC
B. amyloliquefaciens (B49)
+100% nutricién)
8. T. asperellum (C3Moa) + 211+12 CD 68+15ABC 79+15DE 52+ AB 7.2+3D
B. amyloliquefaciens (B49)
+ 50% nutricion)
9. T. asperellum (C3Moa) + 222+8.2ABCD 4919 BCD 1257 A 58+ AB 7.5£4CD
B. subtilis (B17) + 100%
nutricién)
10. T. asperellum (C3Moa) 219+5.6BCD 40+20CD 86+16CDE 47+ AB  7.7+£0.4 BC
+ B. subtilis (B17) + 50%
nutricion)
11. T. hamatum (C10A0a) 216+4.5BCD 88+6 A 108+13ABCDE 59+ AB  7.7+0.4 BC
+ B. amyloliquefaciens
(B49) +100% nutricion)
12. T. hamatum (C10A0Oa) 242+6.4 A 66£12ABCD 125+5 A 58+ AB  8.1=1 A

+ B. amyloliquefaciens
(B49) + 50% nutricion)
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13. T. hamatum (C10A0a)
+ B. subtilis (B17) + 100%
nutricion)
14. T. hamatum (C10A0a)
+ B. subtilis (B17) + 50%
nutricion)

220+6.4ABCD

219+8.4ABCD

81+8AB

49+15 BCD

106+20ABCDE

110+23ABCDE

54+ AB

63+ A

7.2£2.1 D

7.1£3.1 DE

15. T. reesei (C11M) + B.
amyloliquefaciens  (B49)
+100% nutricién)

219+6.2BCD

66+13ABCD

102+5ABCDE

62+ A

7.6+ 3C

16. T. reesei (C11M) + B.
amyloliquefaciens (B49) +
50% nutricion)

225+2.7ABCD

76x16AB

112+12ABCD

S5/ AB

7.5£4 CD

17. T reesei (C11M) + B.
subtilis B (17) + 100%
nutricion)

234+17AB

72+7ABC

124+14 A

58+ AB

7.9+1.2 AB

18. T. reesei (C11M) + B.
subtilis (B17) + 50%
nutricion)

203+14DE

50+9BCD

76+19E

40+ B

6.6+4.1 E

Conclusién

Las cepas de Trichoderma hamatum y Bacillus amyloliquefaciens endofitas de café presentaron
efectividad bioldgica en la promocién del crecimiento vegetal y el rendimiento del cultivo de maiz
con una fertilizacion del 50%. Por lo tanto, pueden ser considerados como biofertilizantes
potenciales para su aplicacion en el cultivo; que ademéas de su efecto biofertilizante, son una
alternativa amigable con el medio ambiente contribuyendo en la disminucion del uso de

fertilizantes quimicos y reduccion los costos de produccion del cultivo de maiz.

Bibliografia

Adesemoye, A., Torbert, H., Kloepper, J. 2009. Las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal permiten tasas de aplicacion reducidas de fertilizantes quimicos. Ecologia
Microbiana, 58(4):921-929.

Aguado, A., Moreno, B. 2008. Potencial de los bioinoculantes microbianos como alternativa para
reducir costos de fertilizacion en maiz de temporal. — In Memorias Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias, Forestales y Pecuarias, INIFAP/ SAGARPA. Guanajuato,

México.

43



Bashan, Y., L. E. de-Bashan, S. R. Prabhu, and J. P. Hernandez. 2014. Advances in plant growth-
promoting bacterial inoculant technology: formulations and practical perspectives
(19982013). Plant Soil 378: 1-33.

Cano, M. A. 2011. Interaccion de microorganismos benéficos en plantas:
micorrizas, Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. Revista UDCA Actualidad &
Divulgacion Cientifica. 14: 15-31.

Céazares E., J. Chavez, Y. Salinas, F. Castillo, y P. Ramirez. 2015. Variacion en la composicién del
grano entre poblaciones de maiz (Zea mays L.) nativas de Yucatan, México. Agrociencia
49:15-30.

CIMMYT. (1985). Gestion de ensayos y presentacion de datos para el programa internacional de
analisis de maiz del CIMMYT. Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT) , 20.

Cubillos H. J. G., Paez, R. A., Mejia, D. L. (2011). Evaluacion de la Capacidad Biocontroladora de
Trichoderma harzianum Rifai contra Fusarium solani (mart.) Sacc. Asociado al Complejo
"Secadera" en Maracuya, Bajo Condiciones de Invernadero. Revista Facultad Nacional de
Agronomia — Medellin. vol. 64, num. 1. pp. 5821-5830. Universidad Nacional de Colombia
Medellin, Colombia.

De los Santos, V. S.; Parra-Cota, F. I.; Herrera-Sepulveda, A.; Valenzuela-Aragon, B. y Estrada-
Mora, J. C. 2018. Colmena: coleccion de microorganismos edaficos y endofitos nativos,

para contribuir a la seguridad alimentaria nacional. Rev. Mex. Cienc. Agric. 9(1):191-202.

Elein T., A, A. Leyva, y A. Hernandez. 2005. Microorganismos benéficos como biofertilizantes
eficientes para el cultivo del tomate (Lycopersicon suculentum Mill). Rev. Colomb.
Biotecnol. 7: 47-54.

Gao, C., El-Sawah, A.M., Ali, D.F.l., Alhaj Hamoud, Y., Shaghaleh, H. y Sheteiwy, M.S. 2020.
The Integration of Bio and Organic Fertilizers Improve Plant Growth, Grain Yield, Quality
and Metabolism of Hybrid Maize (Zea mays L.). Agronomy. 10, 319.
https://doi.org/10.3390/agronomy10030319

Garcia Crespo, RG, Arcia Montesuma, MA, Pérez Tortolero, MR, Riera Tona, RF 2012. Efecto de
Trichoderma sobre el desarrollo de papa y el biocontrol de Rhizoctonia bajo tres tiempos

de inicio de aplicacion. — Agronomia Tropical, 62(1-4):77-96.

44



Harman, G. 2006. Descripcion general de los mecanismos y usos de Trichoderma spp.
Fitopatologia, 96(2):190— 2018.01.05 MoALD. 2018. Informacion estadistica sobre la
agricultura de Nepal 2074/75 (2017/18). — Gobierno de Nepal, Ministerio de Desarrollo
Agricola y Ganadero, Singha Durbar, Katmandu, Nepal. 194. DOI: 10.1094/PHYTO-96-
0190.

Hernandez-Escarefio, JJ, Morales, PG, Rodriguez, RF, Sanchez-Yafiez, JM 2015. Inoculacion de
Burkholderia cepacia y Gluconacetobacter diazotrophicus sobre la fenologia y biomasa de
Triticum aestivum var. Nana F2007 al 50% de fertilizante nitrogenado. Scientia
Agropecuaria, 6(1):7-16. DOI: 10.17268/sci.agroecu.2015.01.01.

Jiménez C., N. S. de Albarracin, G. Altuna, y M. Alcano. 2011. Efecto de Trichoderma
harzianum (Rifai) sobre el crecimiento de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum L.).
Rev. Fac. Agron. LUZ 28: 1-10

Kurniawan, R. E. K. (2017). The effect of formulation humic substance and Trichoderma sp. to
increase production and growth of corn (Zea Mays L.). Sains Tanah-Journal of Soil Science
and Agroclimatology, 14(1), 36-41

Loépez-Valenzuela, B. E.-B.-V.-S.-G.-O. (2019). Trichoderma spp. and Bacillus spp. as growth
promoters in maize (Zea mays L.). International Journal of Experimental Botany, 88: 37-

42.

Mtaita, T. A., Nyaera, K., Mutetwa, M., and Masaka, T. (2019). Effect of Bio Fertilizer With
Varying Levels of Mineral Fertilizer on Maize (Zea Mays. L) Growth. Galore International

Journal of Applied Sciences and Humanities, 3, 1-9.

Nepali, B., Subedi, S., Bhattarai, S., Marahatta, S., Bhandari, D., and Shrestha, J. (2020). Bio-
fertilizer activity of Trichoderma viride and Pseudomonas fluorescens as growth and yield

promoter for maize. Journal of agricultural science. 191-195.

Ortuiio N, Miranda C, Carlos M. Seleccion de cepas de Trichoderma spp generadoras de
metabolitos secundarios de interés para su uso como promotor de crecimiento en plantas
cultivadas. J Selva Andina Biosph 2013; 1:16-32.

Paez, O., Bernaza, G., Acosta, M. 2006. Uso agricola del Trichoderma. Instituto de Sanidad

Vegetal. La Habana. Cuba. 10 pags. (En espafiol)

45



Perera, S. E. (25 de Enero de 2023). Estudio de las propiedades antagénicas y efecto bioestimulante
vegetal de Trichoderma asperellum (Tal3-17). Tesis Doctorado en Ciencias en Agricultura

Tropical Sustentable , pag. 80.

Puente M., J. Garcia, E. Rubio, y A. Perticari. 2010. Microorganismos promotores del crecimiento
vegetal empleados como inoculantes en trigo. INTA EEA Rafaela, Pub. Miscelanea 116:
39-44

Reta, S. D. J.; Carrillo, S. A.; Gaytan, M. E.; Castro, M. y Cueto, W. J. A. 2002. Guia para cultivar
maiz forrajero en surcos estrechos. INIFAP-CIRNOC-CELALA. Matamoros, Coahuila.
Mexico.

SIAP, S. (2015). Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera/ Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion. Base de Datos Estadisticos de

Produccion.

Silva, PH.V,, Souza, A.G.V,, de Araujo, L.D., Frezarin, E.T., de Souza, G.V.L., da Silveira, C.M.,
Rigobelo. 2023. E.C. Trichoderma harzianum and Bacillus subtilis in Association with
Rock Powder for the Initial Development of Maize Plants. Agronomy. 13, 872.
https://doi.org/10.3390/agronomy13030872

Wu, S, Cao, Z., Li, Z., Cheung, K, & Wong, M. (2005). Effects of biofertilizer containing N-fixer,
P and K solubilizers and AM fungi on maize growth: a greenhouse trial. Geoderma, 155-
156.

46



47

T ST T IV SRRRTRRIRG

Tdaddop| - LdqoK X % E vorsyNas °  VENLINOINOV

T . orIsNod

RO
2202 9OND 2202 8OND €202-120¢
AIX [2P JoppziuobiQ AIX |2p puopoziuobup §2WS D] 2P 24uapisadd
ouawJ27Z DIDAY ‘v |2nbiyy  0J2puo) O4ud) 'Y DZiJow z2|2A zanbiupoy zZiuipag
’ A 7N :
“THAR)) —

XaW 04D ‘04DI2I2ND
2p 0bD13UDG U2 2202 2P 24GW3aIA0uU 3p [T |2 ‘02160j01g [042U0D 2P |DUOIIDN
052.46U0D ATTX [2P 0240W (2 U2 °, ZI¥YW 3Q OAILTIND 13 N3 (3v3oV1IIOVE
1S3V 11I0ve) “dds snyroog A (3vIOVIUIOLAH SIATVIUIOJAH)

"dds pwuJapoyons| 3Q SV432 3Q SONVISOIIIW SOINYOSNO2
3Q NOIDVNIVA3, PWag [2 Uod ‘23uauod owo2 uo1opdi2134ed ns Jod

‘0JSBI9A-SOIY o1pne|D A Ipuawelie] zandlupoy
OpaJj|¥ SINT ‘BIDieD-Z3pUBUIBH |BPIA ‘BULIB|N-SB|ES
|38uy [aNBIN ‘SI|eION-BUBP|ES OlIBSOY [9p epualig

VIONYISNO? e




48

SW3ILSAS I¥21D01018 LNV SOHD TENVIST XY SOOI VENLRIATVONOY VOV A OVGnoCH! BOTIOUNVEISA gt
ooyl Eanis “ .

1¥3ddOp| L/ @ VOISVNAS A% ¥AQVS .mﬁ.

oW bwwoo_a

saje1e) sajaye)
A 0sa1buo) |ap Jopeuipioo) €202-1202 A osa1buo) |9p eiOpeUIPInO)
ouauwuaz ejey [abuy [anbiy GINS | p B)UPIS3id 049407 OJUIIWIBE/IDIRIY BZIIB

Za|a\ zanbupoy zujeag

__/.ﬂ\.un.\d}\\\.;m\\

"0DIX3A ‘B|INYLOD) ‘O||13|EeS ‘OlIeN OlUOUY
eLielDy BLUOUOINY PEPISISAIUN B] U £70Z @p 91qn1d0 /7 A 9z ‘0d1bojoig |013u0)
ap |euoep 0saibuo) ATX |9p Odiew |9 us ,Jejaban ojuaiwidaid ap saiojowoid
owiod (9eadedaly :sa|edaly) sunbaja pasopabwipyy) ap SOpPe|Sie SO}Jopud
sowsiuebioo.niw ap uonezuajdese), ofeqely |ap ajusauod owod uopeddiyied ns 1od

|BJI0D)-Z3194 OSUOJY [31ueq
‘005B|9/\ SOIY OIpNe|) ‘IPUSWEIIET-ZaNSIIPOY OPaJJ|Y SINT ‘Bj2JeS)-ZapuBuUlaH
[EPIA ~mccm_>_ -Se(es _mmc< |on8I\ ‘S3|eJOA-BUEp|es O1Iesoy [Sp epuaig

PR VDUD)SUO)

‘ G < 8&&% [043U0) 3P DUDIIX POPAINOS D]

ajuainbis o vbioj(



e R Y R T
UNIVERSIDAD DE CIENCIAS

Y ARTES DE CHIAPAS
FACULTAD DE INGENIERIA

otorga el presente
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tema: “Caracterizacién bioquimica y agrondémica de microorganismos
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CLAD

GOBIERNO DE CONAHCYT _ | contro de investigacien
' e " MEXICO @ e i i Dmmmmmmmm

Cd. Cuauhtémoc, Chihuahua, 02 de octubre, 2024
Laboratorio de Patologia Vegetal y Control Biolégico
OF/POSC/CUAV/23/2024

ASUNTO: ESTANCIA ACADEMICA Y DE INVESTIGACION

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE.-

Por este medio, expreso que la C. Brenda del Rosario Saldafia Morales con
numero de matricula 63122008, CVU 1181531, egresada del Programa de Maestria
en Ciencias Agroforestales, de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
(UNICACH), realizé su estancia académica de investigacién durante el periodo
comprendido del 23 de marzo al 18 de agosto del afno 2023, en el Laboratorio de
Patologia Vegetal y Control Biolégico del CIAD-Unidad Cuauhtemoc, Chihuahua,
- La C. Saldana-Morales, condujo experimentos relacionados con su proyecto de
investigacién denominado  "Microorganismos  enddfitos de  sistemas
agroforestales de café como biofertilizantes potenciales”, bajo la supervisiéon de un
servidor.

Sin mas por el momento, extiendo la presente para los usos legales que la
interesa convenga, quedo a su completa disposicidon para cualquier aclaracion y
aprovecho |la ocasién para enviarle un cordial saludo.

“.NESTJ‘Q,*
Atentamente QE.C.IAD E‘fg

& crHUAHUA

—

1
z
E
&
=
NG

= : LEDE
'”VEEﬂQador Titular C o, CUAURTEMDC 3
Teléfono: (625) 581 29 20 ext. %Jﬁ“;”&d*
Correo electrénico: claudio.rios@ciad.ifi%

Centro de Investigacion en Alimentacidn y Desarrollo A. C.

- 2624

< Felipe Carrillo
PUERTO

————
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sese CONAHCYT
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™ '... CONSEIO NACIONAL DY MUMANIDADES
....3. CIENCIAS ¥ TECNOLOGIAS

@ laestria en

. Llenci
\‘s—/; ,ﬂ ."\;;::estales

Constancia de actividades de retribucion social

Ciudad de México, a 16 de marzo de 2023

A QUIEN CORRESPONDA

Presente.-

En cumplimiento a lo establecido en el Articulo 19, Capitulo VIII. De la Conclusién de la
Beca o Apoyo, del Reglamento de Becas del Consejo Nacional de Humanidades,
Cienciasy Tecnologiasy en el marco de la Convocatoria BECAS CONACYT NACIONALES
2022 hago constar que la C. BRENDA DEL ROSARIO SALDANA MORALES con nimero
de CVU_N81531 beneficiada con una beca para obtener el grado de MAESTRA en el
programa MAESTRIA EN CIENCIAS AGROFORESTALES, que se imparte en
UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS SEDE VILLA CORZO, realizé las

actividades de retribucién social durante el periodo de vigencia de la beca, tiempo en el

que fue alumna regular de esta Institucion.
Asimismo, hago constar que, conforme a lo establecido en la Ley General de Archivos, Ia

coordinacién del posgrado organiza y conserva la evidencia documental de dichas
actividades en caso de que el CONAHCYT o cualquier otra instancia la requiera.

Sin mas por el momento, le envio un cordial saludo.

SRCULTAD DF IS T KA
wnmww
h BT WLLNGERZD

DR. MchJEL ANGEL SALAS MARINA
Coordinador de la Maestria en Ciencias Agroforestales
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e
> CONSEIO NACIONAL CF HUMAMIDADES
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$ '@ Maestria en

o Uiencias
%’I H‘i Agroforestales

Constancia de actividades de retribucion social

Actividad 1._ Divulgar la ciencia y tecnologia a nifos y jovenes, mediante cursos y platicas

Descripcién de la actividad: Se llevé a cabo el curso-taller "la Ciencia en los nifos y las

r |

Bioinsecticidas de la UNICACH,
Fecha de inicio: 16 de marzo de 2023,

Fecha de término: 16 de marzo de 2023,

Institucién en la que se realizé la actividad: Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
sede Villa Corzo,

Nombre del responsable de supervisar la actividad: Dr. Miguel Angel Salas Marina.

Datos de <contacto del responsable de la actividad: 9611987173
miguelsalas@unicach.mx

Descripcién del impacto social de la actividad: | rrol v ion

mental_proporcionarle: i6 i | r ientific

Brenda del Rosario Saldaia Morales

Nombre y firma de la persona becaria
1181531
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Dr. Miguél Angel Salas Marina

Nombre y firma de la persona Dr. Miguel Ayéel Salas Marina
responsable de supervisar la actividad Coordinador de la Maestria en

de retribucién social en el programa Ciencias Agroforestales
de posgrado
(Director) o054 ‘

MRCU(TAD DF e Dwe aia
m-cum&mnmn

(

Dr. Luis Alfredo Rddriguez Lafyamendi

Nombre y firma de la persona Nombre y firmd de la persona
responsable de supervisar la actividad responsable de supervisar la actividad
de retribucién social en el programa de retribucién social en el programa
de posgrado de posgrado
(Co-director interno / externo) (Co-director interno / externo)
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Discusiones generales

Los géneros de microorganismos identificados en este trabajo coinciden con los reportados por
Alvarado (2016), que corresponden a géneros como Trichoderma, Clonostachys, Botryosphaeria,
Umbelopsis, Pestalotiopsis, Acremonium, Fusarium y Colletotrichum. Asi mismo, se observo que
existen géneros catalogados como patégenos que tienen la capacidad de promover el crecimiento
de las plantas de A. thaliana; ademas, producen sustancias promotoras del crecimiento vegetal
como é&cido indol-3-acético, fijacion de nitrégeno y siderdforos. Estos datos concuerdan con
Pariona et al. (2010) quienes mencionan que algunos generos reportados como patdgenos, también
pueden beneficiar a las plantas al repeler, antagonizar e intervenir en el crecimiento y desarrollo de
estas; ademas, de que pueden tener la capacidad de fijar nitrdgeno, solubilizar fosfatos, producir
siderdforos, asi como la produccién de fitohormonas que regulan el crecimiento vegetal. Aunado
a ello, el uso de microorganismos del género Trichoderma, mejoran la absorcién y optimizacién
del nitrégeno reducido al 50%, que dio lugar a un crecimiento sano, y una mayor altura de planta
en aguacate; datos que coinciden con este trabajo en la asociacion de especies de Trichoderma spp.
y Bacillus spp. con 50% de nutricion. Asi mismo, Wu et al. (2005) comprobaron la efectividad de
aplicar un tratamiento de consorcio microbiano (Azotobacter chroococcum, Bacillus megaterium,
B. mucilaginous y Glomus mosseae o G. intraradices) mas el 50% de fertilizacion, logrando
incrementar la altura de planta y el peso seco en plantas de maiz (Zea mays) en comparacion a su
control absoluto. Las raices de maiz colonizadas por consorcios de Trichoderma spp., necesitan
menos dosis de fertilizacion en comparacién con aquellas raices no colonizadas, datos similares a
los reportados por Harman (2006), donde evaluaron dos consorcios microbianos del género
Trichoderma spp., con una dosis de fertilizacion del 100 y 60%; siendo mejor el tratamiento con
el 60% de fertilizacion nitrogenada en raices colonizadas por el consorcio de cepas del género
Trichoderma; de esta manera se optimiza el uso de nutrientes y se reduce hasta un 40% la
fertilizacion. Del mismo modo, Paez et al. (2006), indican que la inoculacién con Trichoderma
spp., redujo la tasa de nitrogeno requerida por las plantas de maiz y, en consecuencia, el costo de

lograr una mejora ambiental apreciable.
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Conclusiones generales

Los sistemas agroforestales de café, son fuente potencial de una gran diversidad de
microorganismos endofitos que se encuentran colonizando el tejido vegetal de las plantas,
brindandoles beneficios de forma directa e indirecta, mediante la produccion de fitohormonas
vegetales que promueven el crecimiento; asi como, la solubilizacion de fosfatos, la produccion de
sider6foros y mecanismos de accion contra patdgenos como antagonismo, micoparasitismo y
antibiosis, lo que induce en el sistema de defensa de las plantas. Se encontr6é una gran diversidad
de géneros microbianos enddfitos, entre ellos, algunos géneros que se han reportado como
patdgenos, su presencia se evidencid sin causar dafios aparentes a su hospedero. Los
microorganismos endofitos del género Trichoderma y Bacillus aislados de sistemas agroforestales
de café pueden ser utilizados como biofertilizantes para mejorar y mantener el rendimiento del
cultivo de maiz; ademas, de que intervienen paulatinamente en la restauracion de suelos agricolas
degradados; asi mismo, inhiben el crecimiento de organismos fitopatdgenos convirtiéndose en una

alternativa amigable con el medio ambiente.
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