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Resumen general

El café (Coffea arabica L.) es un cultivo de gran relevancia en el estado de Chiapas constituye
una actividad econdmica, social y cultural estratégica, especialmente en comunidades indigenas y
campesinas. Este cultivo enfrenta mdaltiples desafios fitosanitarios que amenazan su
sostenibilidad, una de las méas importantes es el Damping-off en semilleros. El objetivo de este
trabajo fue: Determinar la susceptibilidad de Damping off en variedades de café y su estrategia de
control. Se colectaron semillas y plantulas de ocho semilleros que presentaron sintomas de
Damping-off, y se trasladaron al laboratorio de Biofertilizantes y Bioinsecticidas de la
UNICACH, sede Villa Corzo. Los hongos fitopatdgenos fueron aislados, purificados e
identificados molecularmente y se evaluaron biofungicidadas como estrategias de control. En los
resultados se identificaron cuatro aislados Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Phoma
costarricencis, y Fomitopsis meliae. En el bioensayo de confrontacion in vitro de Trichoderma
contra Fomitopsis sp., Pythium sp y Fusarium sp., se encontré que T. reesei, presento 68% de
inhibicion del crecimiento radial para Fomitopsis meliae, 60% contra Fusarium oxysporum, 56%
contra Fusarium solani, y 59% contra Phoma costarricencis. Este es el primer reporte de
Fomitopsis meliae causando sintomas caracteristicos de Damping-off en semilleros de café. El
Damping-off mostr6é incidencia y severidad variables entre variedades de café. Sarchimor y
Marsellesa fueron las mas afectadas, mientras Typica, Cerezo amarillo y Borbdn presentaron
menor susceptibilidad. Estas diferencias genéticas son clave para seleccionar variedades
tolerantes y disefar estrategias fitosanitarias que mejoren la sanidad en viveros y la sostenibilidad
del cultivo. El bioensayo in vitro mostré que Trichoderma reesei inhibi6 entre 56% y 68% el
crecimiento de hongos patogenos en café. Bacillus spp. también presentd actividad antagdnica
significativa (18%-57% PICR). Estos resultados confirman el potencial de ambos

microorganismos como agentes de biocontrol en enfermedades de plantulas de café.

Palabras claves: Variedades, Trichoderma, Coffea arabica, in vitro



Abstract

Coffea arabica L. is a highly relevant crop in the state of Chiapas. It constitutes a strategic
economic, social, and cultural activity, especially in indigenous and rural communities. However,
this crop faces multiple phytosanitary challenges that threaten its sustainability. One of the most
important is damping-off in seedbeds. The objective of this study was to determine the
susceptibility to damping-off in coffee varieties and their control strategies. Seeds and seedlings
from eight seedbeds that presented symptoms of damping-off were collected and transferred to
the Biofertilizers and Bioinsecticides Laboratory at UNICACH, Villa Corzo campus. The
phytopathogenic fungi were isolated, purified and molecularly identified and biofungicides were
evaluated as control strategies. The results obtained identified four isolates: Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Phoma costarricencis, and Fomitopsis meliae. The in vitro
confrontation assay of Trichoderma against Fomitopsis sp., Pythium sp., and Fusarium sp. found
that T. reesei had a PICR of 68% for Fomitopsis meliae, a 60% PICR against Fusarium
oxysporum, a 56% PICR against Fusarium solani, and a 59% PICR against Phoma
costarricencis. For Fomitopsis meliae, this is the first report of it causing characteristic Damping-
off symptoms in coffee seedlings. Damping-off showed variable incidence and severity among
coffee varieties, with Sarchimor and Marsellesa being the most affected, while Typica, Yellow
Cerezo, and Bourbon exhibited lower susceptibility. These genetic differences are essential for
selecting tolerant cultivars and guiding phytosanitary strategies. In vitro assays confirmed that
Trichoderma reesei and Bacillus spp. possess strong antagonistic activity against key coffee

pathogens, highlighting their potential as biocontrol agents.

Keywords: Varieties, Trichoderma, Coffea arabica, in vitro



l. Introduccion

El café (Coffea arabica L.) es un cultivo de relevancia global, en México es de gran
importancia para las comunidades indigenas y campesinas que habitan las regiones montafiosas
del centro y sureste del pais (Tablas-Gonzales et al., 2021). El cultivo del café se introdujo a
Mexico en el afio de 1796, y se consolidé como un cultivo importante en el contexto econémico,
ambiental y social que forma parte de la cultura agroproductiva de las regiones subtropicales y
tropicales (Quiroz Antunez et al., 2022) Las zonas cafetaleras del estado de Chiapas se
caracterizan por sus contrastes ambientales, técnicos, econdémicos y socio culturales, que influyen
en la produccion del grano (Medina-Meléndez et al., 2016). Por otro lado Chiapas es el principal
estado productor, al aportar 41% del volumen nacional, seguido por Veracruz (24%) y Puebla
(15.3%) segun la SADER (2022), asi mismo ocupa el primer lugar en superficies plantada con un
34.9%, seguido por Veracruz y Oaxaca respectivamente (SIAP, 2023). No obstante, este cultivo
enfrenta diversas problematicas fitosanitarias que afecta su productividad y sostenibilidad; entre
ellas, el Damping-off se destaca por su impacto en plantulas, provocando altas tasas de
mortalidad en viveros. Ademas, enfermedades como la roya del café (Hemileia vastatrix), Mal de
hilachas (Pellicularia koleroga), Ojo de gallo (Mycena citricolor) y un junto plagas como el
Hypothenemus hampei (broca del café), el minador de la hoja (Leucoptera coffeella) generan
importantes pérdidas economicas y reducen la calidad del grano. Estos factores representan un
desafio constante para los productores, quienes buscan estrategias efectivas para el manejo y
control de estas amenazas fitosanitarias (SENASICA, 2020; Pilozo Mantuano et al.; 2022;
Flores-Colorado et al., 2023).

Si bien el uso fungicidas han sido herramientas claves para el control de enfermedades

como la roya (Hemileia vastatrix), el uso desmedido ha desencadenado diversos problemas como
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la contaminacion del suelo, agua, aire y la vegetacion, asi como las resistencias de los patégenos
(Hernéndez et al., 2021; Loland & Singh, 2004).

Otro aspecto preocupante es la perdida de microorganismos benéficos y ante este
panorama se vuelve necesario buscar alternativas sostenibles y eficaces para el control de
enfermedades en los cultivos primarios, y una de estas alternativas es el uso de agentes de control
biolégico como son: Trichoderma spp y Bacillus spp. que representa una alternativa prometedora
(Bautista-Ortega et al., 2022) ya que estos microorganismos no solo actian como agentes de
biocontrol contra una amplia gama de fitopatdgenos, sino también puede inducir mecanismo de
defensa en las plantas, promover el crecimiento vegetal (Castillo-Nole et al., 2024; Sénchez-
Miranda et al., 2021).

El presente estudio busca contribuir al desarrollo de practicas mas sostenibles para la
produccién de café, especificamente abordando la problematica del Damping-off y su impacto en
diferentes variedades de café. Ya que una de las metas de los productores es la obtencion de
plantulas de calidad libres de enfermedades; sin embargo, durante la produccién de plantulas en
semilleros sea establecido el uso de sustancias sintéticas como medidas de control, el cual trae
efectos nocivos para el medio ambiente. Es por eso que se busca definir la efectividad de
microrganismo ayuden a su control y que el uso de fungicidas convencionales sea la Gltima

opcion. Por lo anterior en esta investigacion se plantearon los siguientes objetivos.

OBJETIVOS
Objetivos generales:

Determinar la susceptibilidad de Damping off en variedades de café y su estrategia de

control.

Objetivos especificos:

1. ldentificar morfolégica y molecularmente los agentes causales de Damping off en
plantulas de café.
2. Determinar la incidencia y severidad en variedades de café.

3. Evaluar biofungicidas como estrategia de control.
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4. Demostrar las pruebas de patogenicidad en variedades de café.

HIPOTESIS

La caracterizacion morfologica y molecular de los agentes causales de Damping-off es esencial
para el diagndstico de enfermedades en café, y su capacidad infectiva puede demostrarse
mediante pruebas de patogenicidad en variedades susceptibles de café, confirmando su

importancia en el desarrollo de la enfermedad.

Il. MARCO TEORICO

2.1. El cultivo de cafe

La agricultura es la una de las actividades econdmicas mas importante para México,
provee los alimentos a la poblacién, proporciona materias primas a la agroindustria, es una fuente
de empleo y motor del desarrollo rural (SADER, 2023)

Actualmente, el café es un producto agricola de gran relevancia mundial, su produccion se
Ileva a cabo en 56 paises catalogados como economias emergentes y desempefia un papel como
estabilizador social, econémico y politico, asi como de preservacion del medio ambiente (Flores,
2015). En México, ésta es una de las bebidas mas populares y su produccién es tan amplia que
actualmente es el onceavo productor a nivel mundial. El café ocupa el primer lugar como
producto agricola generador de divisas y empleos en el medio rural por las caracteristicas del
cultivo, que emplea para sus labores de limpia, cosecha y beneficiado del grano tanto a mujeres,
hombres y jovenes por lo que cualquier miembro de una familia puede realizarlo (Instituto
Nacional de la Economia Social, 2019).

El sistema de produccion de café en México se realiza principalmente bajo sombra, lo que
permite conservar el medio ambiente, flora y fauna, mantos acuiferos y la captacién de carbono
(Garza-Lopez et al., 2025). Los estados cafetaleros de México lo componen Chiapas, Veracruz,
Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Guerrero, Nayarit, Hidalgo, Querétaro, Colima, Jalisco y
Tabasco (Wong-Paz et al., 2013). En estos estados, se cultivan mayormente las variedades
Typica, Marago, Bourbon, Caturra Rojo, Mundo Novo, Garnica y Caturra Amarillo (L6pez et al.,
2016)

12



2.2. Principales plagas del café

2.2.1. La Broca del café (Hypothenemus hampei)

La broca de café (Hypothenemus hampei) es un coledptero originario de Africa y sin duda
es la plaga mas destructiva en el cultivo de café en el mundo, ha logrado expandirse a casi todas
las regiones cafetaleras del mundo provocando grandes pérdidas economicas y representando un

reto constante para los productores (Damon, 2000; Jaramillo et al., 2006).

2.2.2. Biologia de la broca del café

La broca del café es un pequefio insecto coledptero de la familia escolitidae, se trata de un
insecto de habitos criticos y comportamiento monoéfago, especializado en alimentarse y
reproducirse exclusivamente en el endospermo de las cerezas de café. Presenta un tipo de
reproduccion de tipo espanandria y alcanza aproximadamente 2 mm de longitud en condiciones
favorables (Barrera et al., 2006).

Las larvas son de color blanco crema, tipo vermiforme y el cuerpo cubierto de setas, la
pupa es de color blanco recién transformada, poco a poco se van oscureciendo sus alas y las
partes bucales, luego toma un color marrén claro, antes de pasar al estado adulto, finalmente los
adultos son de color marrén claro y blando recién salidos de la pupa, luego se van oscureciendo
hasta llegar a ser completamente negros y duros (Cérdenas et al., 2007)

2.2.3 El minador de la hoja del café (Leucoptera coffeella)

El minador de la hoja del café, es una de las principales plagas del cultivo del café (Coffea
arabica), segun David-Rueda et al., (2015) es un micro-lepiddptero cuyas larvas se alimentan de
hojas de las plantas de café y hacen galerias en la lamina foliar, que provocan defoliacién cuando

la infestacion es abundante (Ramirez & Garcia, 2021).

2.2.4. Biologia del minador de la hoja del café

El adulto de L. coffeella es una mariposa de 2.5 mm de largo, blanco plateado y con un
penacho de escamas en la cabeza, son de habitos nocturnos y durante el dia aparecen ocultos en
el envez de las hojas. Durante la noche la hembra puede depositar entre tres y siete huevos en las

hojas, su corta vida dura de dos a tres semanas (Constantino et al., 2011).
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2.3. Principales enfermedades del café

2.3.1. Mal de hilachas (Pellicularia koleroga)

Esta enfermedad es denominada en varios paises como "arafiera”, "koleroga”, "mal de
hilachas" y "hebraviva™ es una enfermedad originaria de la India. La caracteristica principal de
esta enfermedad la constituye la presencia de hojas completamente secas que penden de las ramas
mediante hilo finos, similares a hilo de arafia, que corresponden a las estructuras del hongo
(Castro-Caicedo, 2003).

El mal de hilachas es ocasionado por el hongo Pellicularia koleroga, este hongo ataca a
las ramas centrales, hojas y frutos de las plantas afectadas y provoca una defoliacion. se aloja en
ramas y hojas en forma de micelio, la diseminacion se da durante épocas de lluvias, tanto por
viento como por salpicaduras, favoreciendo la formacion de nuevos micelios por medio de las
basiodiosporas ya gque encuentran condiciones 6ptimas como el 90 % de humedad y temperaturas
entre los 25 y 30°C donde el hongo penetra las células por medio de los haustorios , creando unos

hilos blancos donde se afecta (Liberio-Miranda, 2023).

2.3.2. Ojo de gallo (Mycena citricolor)

El ojo de gallo, enfermedad causada por el hongo basidiomicete Mycena citricolor, puede
provocar severa defoliacidn y caida de frutos, en los cafetales. Los basidiomicetes, al igual que
los otros grupos de hongos, presentan dos fases de reproduccion, la sexual y la asexual. La
primera constituye la mayor parte del ciclo y se caracteriza por la formacién de cuerpos
fructiferos complejos llamados basidiomas o basidiocarpos (Granados-Montero, 2015).

Esta enfermedad se caracteriza por la formacién de pequefias manchas circulares u
ovaladas, ligeramente hundidas, con un diametro de 6-10 mm sobre las hojas. Las lesiones se
inician como puntos café oscuro de borde indefinido, que al alcanzar su tamafio final presentan

un borde bien marcado, con poca o ninguna clorosis alrededor (Zamora et al., 2017).

2.3.3. Roya del cafe (Hemileia vastatrix)
La roya del café es una enfermedad causada por el hongo Hemileia vastatrix, considerada

la mas destructiva y la que ocasiona mayores pérdidas productivas y econdémicas para los
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cafeticultores (Herndndez et al., 2021) Taxondémicamente el agente causal de la roya pertenece al
Phylum: Basidiomicota, Clase: Pucciniomicetes, Orden: Pucciniales, Familia: Mikronegeriaceae,

Género: Hemileia, y Especie: Hemileia vastatrix (Moreira-Morrillo et al., 2023).

2.4. Ciclo de vida de la roya

La etapa de diseminacion se realiza por medio de esporas microscopicas con medidas de
30 micras de largo y 20 micras de ancho las cuales son denominadas urediniosporas (Rivillas-
Osorio et al., 2011) H. vastatrix es un parasito obligado, sobrevive Unicamente en tejido vivo del
hospedante, las urediniosporas pueden sobrevivir hasta por 6 semanas bajo condiciones
ambientales secas. No se han reportado hospedantes alternos y no sobrevive en restos del cultivo
(SENASICA, 2019).

2.5. Damping-off

La enfermedad del damping-off surge por la presencia excesiva de lluvias 0 mal manejo
del riego, es provocado por un complejo de hongos del suelo como Rhizoctonia solani, Fusarium
sp., Pythium sp., Phytophora sp.. Los sintomas en las plantas recién emergidas consisten en
marchitamiento, necrosis marron de la raiz pivotante inferior y muerte final de las plantulas
(Bernaola & Mendoza, 2023; Ren et al., 2018). Sin embargo, la enfermedad del Damping-off
puede tener varias fases. Los hongos que causan esta enfermedad pueden atacar a las semillas o
las plantulas antes de que emerjan por encima de la superficie del suelo, provocando una

podredumbre de la semilla o podredumbre preemergente (Laemmlen, 2002).

2.6. Fusarium spp.

El género Fusarium es uno de los hongos de mayor importancia econdémica y contiene
muchos patdgenos vegetales agrondmicamente importantes, productores de micotoxinas y
patdgenos humanos oportunistas es uno de los géneros de hongos fitopatdgenos mas comunes, y
el impacto colectivo de sus micotoxinas supera al de cualquier otra toxina o grupo de toxinas. Las
pérdidas por enfermedades en mudltiples cultivos sitdan a Fusariumentre los grupos de
fitopatogenos mas importantes del mundo ( Munkvold et al., 2021; Ekwomadu & Mwanza,
2023).
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Los miembros del género Fusarium pertenecen a la familia Nectriaceae, orden
Hypocreales, clase Sordariomycetes, filo Ascomycota, reino Fungi y dominio Eukaryotes. estan

ampliamente distribuidos en todas las regiones geograficas del mundo (Nikitin et al., 2023).

2.7. Fomitopsis spp.

El género Fomitopsis, perteneciente a la familia Fomitopsidaceae , Basidiomycetes
provoca la pudricién parda (Soto-Medina & Bolafios-Rojas, 2013; Sun et al., 2024) Este género
de hongos poliporos es bien conocido a nivel mundial y pertenece al clado Antrodiae, se
caracteriza por tener principalmente cuerpos fructiferos (basidiocarpos) perennes, sesiles o con
crecimiento reflejo, de textura dura que va de firme a lefiosa. La superficie porosa varia entre

blanco, beige y tonos rosados, con poros pequefios y regularmente distribuidos.(Han et al., 2016).

2.8. Phoma spp.

El pie negro de las cruciferas [Leptosphaeria maculans (anamorfo Phoma lingam)], es
una enfermedad econdémicamente importante del brécoli y coliflor en el Centro de
México.(Moreno-Rico et al., 2005) Las plantas enfermas se caracterizan por manchas foliares
circulares e irregulares color marrén claro, presencia de necrosis con apariencia acuosa a toda la
lamina foliar. Conforme avanzaba la necrosis, se muestran anillos concéntricos marrén claro de
consistencia suave, Después de la defoliacién, la necrosis continda a las ramas sobre las cuales se
presentaban pequefios cuerpos de color marron oscuro y concluye con la muerte de las

plantas(Correa et al., 2011)

3. Estrategias de control del Damping-off

3.1 Control quimico

El control quimico ha sido una estrategia muy utilizada para la prevencion de fitopatogenos del
suelo, la aplicacion de fungicidas sintéticos de amplio espectro y de contacto ingredientes activos
utilizados en diferentes cultivos como: Carbendazim, Polietoxi etanol, Carboxin y Thiram, son
utilizados de manera individual o en mezclas (Mesa, 2023).

Para los cultivos que se desarrollan durante la época de lluvias, es necesario hacer aplicaciones de
fungidas y bactericidas frecuentemente, para evitar la diseminacion rapida de las enfermedades

en el cultivo; los productos quimicos reducen la incidencia de la marchites de plantulas en

16



el cultivo de tomate. Este puede tratarse con vapor de agua (80C o mas durante dos horas) o con
fumigantes de amplio espectro como Bromuro de metilo o Metam-sodio (Vapam) (Gonzales-
Acosta et al., 2013).

Sin embargo, el uso reiterado y, en muchos casos, indiscriminado de fungicidas ha
generado la aparicion y predominio de cepas resistentes sobre las poblaciones de hongos
fitopatogenos, lo cual ha derivado en la aparicion de cepas resistentes, ademéas de toxicidad al

hombre y contaminacion ambiental (Herndndez-Hernandez et al., 2018; Jiménez et al., 2023).

3.2. Control bioldgico

El control bioldgico es el uso de organismos vivos (o de sus metabolitos o subproductos)
gue son enemigos naturales de una plaga o patégeno, con el fin de reducir o eliminar sus efectos
dafinos en las plantas o sus productos (Serrano & Galindo, 2007).

El control biolégico fue concebido a inicios del siglo XIX cuando algunos naturistas de
diferentes paises resefiaron el importante papel de los organismos entomoéfagos en la naturaleza.
Con el empleo del control bioldgico se intenta restablecer el perturbado equilibrio ecolégico,
mediante la utilizacion de organismos vivos o sus metabolitos, para eliminar o reducir los dafios
causados por organismos perjudiciales (Badii & Abreu, 2006). EI manejo bioldgico de las plagas
agricolas tiene como propositos fundamentales: mitigar los efectos nocivos, pérdidas econdémicas,
reducir o reemplazar el uso de plaguicidas quimicos, integrar las estrategias compatibles y
sinérgicas para optimizar la efectividad del manejo integrado de plagas MIP. Las ventajas del CB
son claras puesto que no tienen un efecto negativo para los trabajadores en el campo, actia de
manera permanente en una biodiversidad y los productos agricolas son de primera calidad porque
no tienen residuos quimicos, conceptos que estan estrechamente relacionados al MIP (Viera-
Arroyo et al., 2020).

3.2.1. Trichoderma spp.

El género Trichoderma (Hypocreaceae, Ascomycota) se presenta naturalmente en
diferentes habitats. Se caracteriza por ser saprofito, sobrevive en suelos con diferentes cantidades
de materia organica debido a su gran capacidad de descomponerla. Las colonias de los
aislamientos de Trichoderma presentan rapido crecimiento, poseen color blanco y se tornan verde

oscuro con abundante esporulacion. Durante su desarrollo y crecimiento producen hifas de 5 -10

17



pm de ancho que conforman el micelio septado, con paredes compuestas por quitina y glucano
(Martinez et al., 2015).

Las especies de Trichoderma clasificadas como oportunistas ambientales se caracterizan
por compartir ciertos fenotipos, como crecimiento, colonizacién agresiva de nichos en el suelo y
la rizésfera, alta capacidad para parasitar o depredar otros hongos y, en varias especies, la
capacidad de establecer interacciones benéficas con las plantas, lo cual se traduce en promocién
del crecimiento vegetal e induccion de resistencia frente a enfermedades y estreses abioticos,
también pueden encontrarse como endofitas, especialmente en tallos y troncos de plantas lefiosas
(De Abreu & Pfenning, 2019). Trichoderma es méas que un agente bioldgico para el control de
enfermedades. Tiene otros usos diferentes, como la produccion de enzimas para industrias.
Ademas, puede contribuir con la agricultura en varios aspectos fundamentales como: aumentar la
eficiencia del uso del nitrogeno, promover el desarrollo y la productividad de las plantas y aliviar
los impactos del estrés salino. EI segundo aspecto por discutir es el potencial de Trichoderma en
la promocidn del crecimiento y la productividad de las plantas. El tercer aspecto por considerar es
el potencial de Trichoderma para disminuir el estrés salino, También se ha reportado que
Trichoderma spp. son eficaces para disminuir los efectos adversos que tiene el estrés salino en las
plantas. Es ampliamente reconocido que las especies de Trichoderma protegen a las plantas
contra patdgenos por competencia, micoparasitismo y antibiosis.(Choappa et al., 2022). Los
mecanismos antagonicos que utiliza Trichoderma spp., se describen como competencia,
antibiosis y micoparasitismo, sin ser estos mutuamente excluyentes y pudiendo por lo tanto
actuar a la vez. La competencia es por nutrientes, por oxigeno y por espacio, es entendida como
el desigual comportamiento de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento, siempre y
cuando la utilizacion del mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para
los demas (L6pez et al., 2017).

Ya sea a través del contacto directo o sin necesidad de establecer contacto fisico,
Trichoderma spp. es capaz de inhibir el crecimiento de diversos hongos y bacterias mediante la
produccion de metabolitos secundarios, tanto volatiles como no volatiles, como la gliotoxina, la
viridina y la gliovirina, un mecanismo conocido como antibiosis (Howell et al., 1993; Zeilinger
etal., 2016).
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3.2.2. Bacillus spp.

El género Bacillus fue reportado por primera vez por Cohn (1872) quien lo describio
como bacterias productoras de endosporas resistentes al calor. Las especies de Bacillus
pertenecen al Reino Bacteria; Filo Firmicutes; Clase Bacilli; Orden Bacillales y Familia
Bacillaceae (Villarreal-Delgado et al., 2018). Este género de bacterias Gram positivas tienen la
ventaja de poseer diversos mecanismos para asegurar su sobrevivencia ante condiciones fisicas
desfavorables, bajo estas condiciones Bacillus spp. inicia una serie de respuestas; la habilidad de
las especies de Bacillus de formar endosporas altamente resistentes les da una ventaja
competitiva muy importante en un ambiente como el suelo también se adaptan a cambios bruscos
de temperatura, para esto cuentan con genes de shock térmico inducibles que incluyen proteinas
chaperonas y proteasas (Calvo & Zufiiga, 2010).

Bacillus es reconocido como uno de los géneros bacterianos principales en el interés
cientifico e industrial, debido a que se encuentra comunmente en el suelo, asi como en todos los
ecosistemas naturales del planeta, desde la superficie hasta las capas mas profundas, y
colonizando la rizosfera de las plantas. Este microorganismo es una bacteria esporulada, por lo
que es productora de esporas. Las esporas se definen como estructuras de diversos géneros
bacterianos, que permiten al microorganismo soportar condiciones adversas tales como carencia
de nutrientes, temperaturas extremas, deshidratacion, y pueden ser dispersadas facilmente por el
agua y el viento. Las esporas pueden sobrevivir por millones de afios; y cuando las condiciones

ambientales mejoran, comienza nuevamente su ciclo de vida (Miguel-Gonzalez et al., 2024)
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RESULTADOS
Capitulo I: Articulo
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RESUMEN

Antecedentes/Obijetivo. En la region Frailesca, Chiapas, México, los semilleros de café
(Coffea arabica) frecuentemente presentan alta mortalidad de plantulas con sintomas
atribuido al complejo fitopatolégico Damping-off. El objetivo de este estudio fue
identificar morfoldgica y molecularmente los agentes causales del Damping off en
plantulas de café.

Desarrollo experimental. Semillas y plantulas de café con sintomatologia de Damping-off
de las variedades Typica, Marago, Bourbon, Marsellesa, Costa Rica, Sarchimor, Cerezo
amarillo, Pacamara fueron colectadas de semilleros de productores de la region Frailesca,
Chiapas. A partir de estas, se aislaron los patdgenos asociados y se identificaron
morfoldgica mediante claves dicotémicas y molecularmente utilizando marcadores (ITS1y
ITS4). Para confirmar su etiologia, se realizaron los postulados de Koch bajo condiciones
de campo.

Resultados. Se identificaron cuatro aislados fingicos asociados a sintomas de Damping-
off en plantulas de café: Dos especies de Fusarium spp., Phoma sp. y Fomitopsis sp. este
Gltimo presentd estructuras reproductivas como las basidiosporas fusiformes y coincidi6
molecularmente en un 97.23 % de similitud con Fomitopsis meliae. Las pruebas de
patogenicidad confirmaron que Fomitopsis meliae es un nuevo agente causal de Damping-
off, al provocar sintomas de; pudricién raices, pudricion basal del tallo y muerte de las
plantulas.

Conclusion. Este es el primer reporte de Fomitopsis meliae como nuevo agente causal del
Damping-off en semilleros de café en México.

Palabras clave: Complejo, Variedades, Café, Almécigos, Etiologia

21



INTRODUCCION

El café (Coffea arabica) es un cultivo de gran importancia en México, tanto en términos
econdmicos como sociales. Es fuente de empleo para miles de familias, especialmente en los
estados del sur y centro del pais (Barrera Rodriguez et al., 2021). Dentro de este panorama, el
estado de Chiapas, México destaca como el mayor productor, con 34.9 % en superficie
plantada seguido, por Veracruz y Oaxaca (SIAP, 2023). Sin embargo, este cultivo enfrenta
numerosos problemas fitosanitarios como enfermedades y plagas, que influyen en su
rendimiento y calidad (Medina et al., 2016). Aunado a esto, en Chiapas existe falta de
evidencia cientifica en el diagnostico de fitopatdégenos asociados a plantulas de café,
informacién clave para el manejo integrado de enfermedades en este cultivo. En este
contexto, el objetivo del presente estudio fue identificar morfoldgica y molecularmente los
agentes causales de Damping off en plantulas de café.

Colecta en semilleros. En junio del 2023 se colectaron semillas y plantulas de café con
sintomas del Damping-off (Figura 1 A-F) en ocho semilleros de las fincas cafetaleras del
municipio de Villa Corzo, San Martha (N 15°57'51.7" W 93°22'21.1"), Gracias a Dios
(15°58'35.9"N 93°21'49.0"W), San Luis (N 16°06'14" W 93°35'06") y el Ejido Sierra Morena
(N 16°09'25.1" W 93°36'08.0"), con las siguientes variedades Typica, Marago, Bourbon,
Marsellesa, Costa Rica, Sarchimor, Cerezo amarillo y Pacamara de un total de 16 plantulas.

v T P ]
\f‘t AR o o

Figura 1. Pléntulas de café de diferentes variedades con sintomas del Damping-off. A. Marago. B. Typica. C. Costa Rica.
D. Sarchimor. E. Marsellesa. F. Bourhon.

Aislamiento de hongos fitopatdgenos. Las plantulas con sintomas de Damping-off se
trasladaron al laboratorio de Biofertilizantes y Bioinsecticidas de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH), sede Villa Corzo, Chiapas, México, para su
diagnostico, utilizando el protocolo de Rios-Velasco et al. (2016), las muestras se lavaron
con agua de la llave, se segmentaron en raiz, tallo y hoja, seccionadas con un bisturi en
explantes de 5 mm de tejido enfermo, posteriormente lavadas con hipoclorito de sodio al
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10 %, seguido de dos lavados con agua destilada estéril y sembrados en medio de papa
dextrosa agar (PDA) y cultivo nutritivo (V8) por triplicado e incubadas en una cdmara de
crecimiento vegetal con un fotoperiodo de 12 h luz, 12 h de oscuridad a una temperatura
de 28°C, el crecimiento micelial se monitoreo cada 24 horas durante siete dias,
posteriormente los hongos aislados se purificaron por punta de hifa.

Identificacion morfolégica y molecular. Los hongos aislados se identificaron
morfoldgicamente utilizando la técnica de tincién, descrito por Sinclair and Dhingra,
(2017) y claves taxonémicas (Barnett and Hunter, 1996; Watanabe, 2002), observadas en
un microscopio optico (Axiolab 5, Carl Zeiss). La identificacion de cuatro patégenos fue
confirmada molecularmente mediante la amplificacién por PCR y secuenciacién del
espaciador del gen transcrito interno (ITS) del rDNA utilizando los primers ITS4/ITS1
(White et al., 1990). Los productos de PCR secuenciados fueron comparados con la base
de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) mediante BLAST
(Altschul et al., 1990) y registrados en el GenBank.

Prueba de patogenicidad. Los postulados de Koch se llevaron a cabo bajo condiciones
de campo, en un ambiente semicontrolado con malla sombra al 75 %, simulando el
sistema agroforestal del cultivo de café donde se regula la radiacién solar excesiva. Veinte
semillas de cada variedad de café (Typica, Marago, Bourbdn, Marsellesa, Costa Rica,
Sarchimor, Cerezo amarillo, Pacamara) fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al
10 % y sembradas en vasos de unicel de 14 fl oz, inoculadas con 1000 ul de una
suspension de conidios de Fomitopsis meliae (4x10* esporas/mL™?), utilizando como
sustrato arena estéril. Las inoculaciones se repitieron cada 15 dias hasta la emergencia de
las plantulas (59 dias). Las semillas control fueron regadas con agua destilada estéril.

Con base a las caracteristicas morfoldgicas y moleculares, se identificaron cuatro hongos
como agentes causales del Damping-off en semillero de café; dos de ellos pertenecen al
género Fusarium spp.: F. oxysporum (PX216556) y F. solani (PVV242014), presentando
macroconidias en forma de medias lunas, conforme a lo descrito en las claves
dicotémicas; otro como Phoma costarricencis (PX244525) con presencia de picnidios
hialinos y clamidosporas solitarias. Asi mismo, se reporta por primera vez la presencia de
Fomitopsis meliae (PVV242016) como agente causal del Damping-off en café, especie que
mostré cistidiolos terminados en punta y basidiosporas oblongas fusiforme (Han and Cui,
2014; Salazar-Vidal, 2016), con dimensiones de basidiosporas (n=30), de 4.0-3.3 x 1.8-1.2
um (largo x ancho) (Li, et al., 2012; Han and Cui, 2014; Alcantara-Varga et al., 2020). La
Figura 2 ilustra las estructuras morfoldgicas observadas.
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas del Fomitopsis meliae. A. Colonia desarrollada en medio PDA. B.
Basidiosporas observadas en el microscopio a 40X. C. Longitud y ancho de las basidiosporas. D.
Cistidiolos en agua observadas en el microscopio a 40X.

Pruebas de patogenicidad. Las plantas inoculadas con Fomitopsis meliae presentaron los
primeros sintomas a los 45 dias después de la emergencia, pudricién basal del tallo, pudricion
de raices y muerte de plantulas, sintomas similares a los observados en las plantulas de los
semilleros muestreados, el control no presentd ninguna sintomatologia. Las plantulas con
sintomas se utilizaron para reaislar el patdgeno y se corrobord que Fomitopsis meliae es un
agente causal del complejo Damping-off en plantulas de café, confirmando su patogenicidad
hacia diferentes variedades de café (Typica, Marago, Bourbdn, Marsellesa, Costa Rica, Sarchimor,
Cerezo amarillo, Pacamara) (Figura 3 A-D).

24



Figura 3. Pruebas de patogenicidad en plantulas de café. A. Plantula control. B. Plantula con sintomatologia de
Fomitopsis meliae. C. Plantula muerta. D. Hongos reaislado en medio PDA.

CONCLUSIONES

En México, existen evidencias documentadas que Fomitopsis meliae es el agente causal de
la muerte regresiva de los citricos (Polanco-Florién et al., 2020) y la pudricion marrén de la
madera en &rboles de limoneros vivos en Arizona y California (Hu and Wright, 2021).
Asimismo, se ha aislado este patdégeno de frutos y hojas de café arabico con sintomas de
antracnosis (Sosa-Rubio, 2023), donde esta enfermedad es provocada por el complejo de
Colletotrichum gloeosporioides y no hay evidencias cientificas de pruebas de patogenicidad
de Fomitopsis meliae provocando enfermedades en plantas de café.

Este es el primer reporte de Fomitopsis meliae causando sintomas caracteristicos de
Damping-off en semilleros de café, tanto en variedades locales, como en variedades
introducidas resistentes a la roya del café (Hemileia vastatrix) en Chiapas, México, ante esto,
aumenta el nimero de agentes causales de esta enfermedad en etapas tempranas de desarrollo
de las plantulas de café en los semilleros.

Limitaciones
Sin limitaciones en las partes metodoldgicas.
Conflicto de interés
Todos los autores declaran no tener ningan conflicto de interés
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Tuxtla Gutiérrez, Chiapas a 18 de octubre del 2024.
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Constancia de actividades de retribucién social

Ciudad de México a 16 de marzo del 2023

A guien corresponda:
Presente,

En cumplimiento a lo establecido en el Articulo 19, Capitulo Vili. De la Conclusion de la Beca o Apoyo,
del Reglamento de Becas del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias, y en el
marco de la Convocatoria BECAS CONAHCYT NACIONALES 2023 hago constar que el (la) C.
ORLANDO CRUZ SARMIENTO con numero de CVU 1273882 beneficiado(a) con una beca para
obtener el grado de MAESTRO en el programa MAESTRIA EN CIENCIAS AGROFORESTALES, que se
imparte en UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS, SEDE VILLA CORZO, realizo las
actividades de retribucion social durante el periodo de vigencia de la beca tiempo en el que fue
alumno(a) regular de esta Institucién.

Asimismo, hago constar que, conforme a io establecido en la Ley General de Archivos, la 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.

7
DR. MIGUéL ANGEL SALAS MARINA
Coordinador de la Maestria en Ciencias Agroforestales
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Orlando Cruz Sarmiento

Nombre y firma de la persona becaria

1273882
Vo. Bo.
MCULTAD D BTEDTEFia
- - ASSTRIA © CERICIAS ASROPOTTTIALT
SERS VALA CORED
MWAngol Salas Marina )

Nombre y firma de la persona
responsable de supervisar la actividad
de retribucién social en el programa
de posgrado

(Co-director interno / externo)

Dr. Miguel Angel Salas Marina
Coordinador de la Maestria en
Ciencias Agroforestales

N

Vidal Hernandez Garcia
Nombre y firma de la persona
responsable de supervisar la actividad
de retribucién social en el programa
de posgrado

(Director)

Luis Alfredo Rodriguez
Nombre y firma de la a

responsable de supervisar la
actividad de retribucién social en el

programa de posgrado

(Co-director interno / externo)
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DISCUSIONES GENERALES

En este estudio se identificaron cuatro grupos fangicos aislados a partir de plantulas de café con
sintomas tipicos de Damping-off, mediante una combinacion de métodos morfologicos y
moleculares: Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Phoma costarricencis, y Fomitopsis
meliae,. La caracterizacion morfologica en medio PDA permitio realizar una clasificacion
preliminar, para Fusarium sp., se observo micelio extenso y con apariencia algodonosa en el
cultivo, y de color blanquecino, al reverso de la caja de color morado oscuro al centro y para,
Fusarium sp., al reverso de la caja de color amarillo al centro. Las macroconidias son tipicamente
en forma de canoa y multicelulares hialinas descritas por (Barnett & Hunter, 1998; Marquez-
Fernandez et al., 2020). Mientras que para Phoma costarrinse, presento color pardo marron
oscuro al reverso de la caja Petri, se observd picnidios hialinos y clamidosporas solitarias tal
como lo describe (Barnett & Hunter, 1998; Valenzuela-Lopez et al., 2018). En cuanto para
Fomitopsis spp., se observé cistidioles que se caracterizan por terminar en punta, y basidiosporas
en forma oblongas fusiforme (Han & Cui, 2014; Salazar-Vidal, 2016).

La identidad de los patégenos fue confirmada molecularmente mediante extraccion de ADN y
amplificacion de PCR con oligos de ITS1/ITS4 la amplificacion y la secuenciacion del
espaciador del gen transcrito interno (ITS) del 18s del rDNA con los promers ITS4/ITS1 (White
et al. 1990). lo que permitié confirmar la identidad taxondmica de cada aislamiento con mayor
precision. Los productos fueron secuenciados y comparados con la base de datos del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) mediante BLAST (Altschul et al. 1990). La
cepa OC1 presento 99.37% de similitud con el género Phoma costarricencis (PX244525), la
secuencia fue registrada el GenBank con nimero de acceso La cepa OC2 presento 100% de
identidad Fusarium solani, la secuencia fue registrada el GenBank con nimero de acceso
(PV242014). La cepa OC3 presentd 97.23% de similitud con el género Fomitopsis meliae, la
secuencia fue registrada el GenBank con numero de acceso (PV242016). Y La cepa OC4
presentd 100% de similitud con el género Fusarium oxysporum, la secuencia fue registrada el
GenBank con nimero de acceso (PX216556).

Por otro lado Se determind la incidencia para las variedades de café en la proporcion de
incidencia de la enfermedad (causada por Damping-off) en las diferentes variedades de café. Se

observo que la variedad Sarchimor 1 % proporcién de incidencia, Costa Rica y Marsellesa
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presentaron arriba 0.50% presentaron las proporciones de incidencia més altas, mientras que
Typica (0.25%) obtuvo la proporcion baja. La variedad de café marsellesa presento mayor
severidad de acuerdo a la escala, ya que se encuentra en la escala 5, por otro lado, Typica,
Marago presento en menor escala (2). Para el indice de susceptibilidad fue los resultados de la
incidencia y la severidad, como resultados las variedades con susceptibilidad altas fueron
Marsellesa, Costa rica y Sarchimor siendo typica la variedad con menor susceptibilidad de un
promedio 0.8 % (Menza & Peléez, 2016)(Garcia Silvia et al., 2019)

En este contexto el boiensayo de confrontacion in vitro de Trichoderma contra Fomitopsis
meliae, Phoma costarricencis, y Fusarium sp., se encontr6 que T. reesei, presento PICR de 68%
para Fomitopsis meliae, 60% de PICR contra Fusarium oxysporum, mientras que un 56% de
PICR contra Fusarium solani, y 59 % para Phoma costarricencis, lo que indica una alta
capacidad para inhibir el crecimiento de estos hongos fitopatdgenos. Esta estrategia resultados
son para cumplir con el objetivo nimero 3 Evaluar un biofungicida como de control. Resultados
similares se han reportado en cultivos duales de Trichoderma.(Santos et al., 2023) Se observo
una alta actividad antifangica (>80%) en ensayos duales in vitro en medio PDA, Las tres
especies de Trichoderma sobrepasaron completamente la colonia del patégeno, mostrando
hiperparasitismo.

Por otro lado Athafah et al., (2020) menciona que T. virens HZA14 posee micoparasitismo, y que
la rapida desintegracion de las colonias esta claramente relacionada con otro mecanismo. Las
observaciones microscépicas demostraron que una hifa parcialmente muerta de P. capsici podria
estar relacionada con compuestos antagonicos producidos por T. virens en la zona de interaccion
de la desaparicién de las hifas de P. capsici.

Las pruebas antagdnicas mostraron que todas las cepas de Trichoderma inhibieron el crecimiento
de las cepas F. culmorum y F. cerealis analizadas. Después de 5 dias de incubacion, la tasa de
inhibicion del patdgeno oscild entre el 24% y el 66%, En todas las combinaciones de bicultivo,
las cepas de Trichoderma redujeron significativamente los niveles de las toxinas analizadas. Se
ha reportado algunos metabolitos biosintetizados por T . harzianum (es decir, peptaiboles de 14
aminoéacidos, T22-azofilona y acido harzianico) causaron estrés oxidativo severo e inhibieron el

crecimiento de F . culmorum (Modrzewska et al., 2022).
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En este estudio demuestran que las cepas de Bacillus (Cepal7 Bacillus subtilis y Cepa 49
Bacillus amyloliquefaciens) ejercieron un efecto antagonico significativo contra los patégenos
con porcentajes de inhibicién de crecimiento radial (PICR) que oscilaron entre 18% y 57 % (p <
0.001). Fomitopsis meliae presento 53% y Phoma costarricencis 52 % de PICR para cepa 49,
mientras que Fusarium solani presento 57 % y Fusarium oxysporum 45 % de PICR, Este
hallazgo confirma el potencial de Bacillus como agente de biocontrol en enfermedades de
plantulas de café (Cawoy et al., 2015)

Dando continuidad a los estudios del comportamiento fitopatologico, la prueba de patogenicidad
se llevd a cabo en nueve variedades de café, en las cuales se sembraron las semillas previamente
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 10% y etanol al 70%. Dichas variedades se sembraron
en vasos de unicel de 14 fl oz, utilizando arena estéril como sustrato. Se prepara una suspension
conidial de cuatros aislados con una concentracion de 4x10* esporas/ml para Fomitopsis meliae,
1x108 esporas/ml para las cepas de Fusarium oxysporum, Fusarium solani y10* para Phoma
costarricencis. La primera inoculacion fue al momento de la siembra, para cada variedad se
inocularon a 20 semillas, siguiendo las inoculaciones cada 15 dias después de la siembra, hasta la
emergencia (59 dias). Asimismo, se inocularon semillas control utilizando con agua destilada
esteril. A los 45 dias después de haber emergido, las plantulas afectadas por Damping-off
presentaron (muerte de talluelo, acompafnado de necrosamiento en la base del tallo y en la zona
del cuello radicular, ademas, se observaron lesiones necroéticas de color negro en su sistema
radicular de color negras y podredumbre. Las plantas estaban atrofiadas en comparacion con las
plantas sanas de control. Las cepas inoculadas fueron recuperadas y se identific6 morfoldgica y
molecularmente como Phoma costarricencis, Fusarium oxysporum, Fusarium solani y
Fomitopsis meliae, confirmando asi su patogenicidad hacia las variedades de café (Sarmiento-
Lopez et al., 2024).
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de este estudio confirman la identificacion de los principales agentes asociados al
damping-off en plantulas de café corresponden a Fomitopsis meliae, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani y Phoma costarricencis. El cual amplia el conocimiento sobre su etiologia en
viveros de café. En el analisis de susceptibilidad varietal mostro diferencias significativas entre
las variedades evaluadas. Marsellesa, Costa Rica y Sarchimor presentaron la mayor incidencia y
severidad de la enfermedad, mientras que Typica y Cerezo Amarillo fueron menos susceptibles,
lo cual destaca la relevancia de la seleccion de variedades como una estrategia de manejo
preventivo. Los bioensayos in vitro demostraron que las cepas de Trichoderma y las cepas de
Bacillus ejercen un efecto inhibitorio importante sobre los patdgenos identificados. En particular,
Trichoderma reesei (cepa 11), Bacillus subtilis (Cepal7) y Bacillus amyloliquefaciens (Cepa 49)
presentarén mayores porcentajes de inhibicion frente a Fusarium oxysporium, Fusarium solani,
Phoma costarricencis y Fomitopsis meliae, confirmando su potencial como agente de biocontrol

en el manejo del Damping-off.
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ANEXOS

Figura.- 1 Semilleros rusticos de café

Figura.- 2 Plantulas con sintomatologias del Damping-off
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Figura 3.- Clamidosporas de Phoma observado con el objetivo (40x)

Figura 4.- Basidosporas de Fomitopsis meliae observado (40x)
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Figura 6.- Prueba de patogenicidad del Damping-off en plantulas de café
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Figura 8.- confrontacion in vitro de patdgenos del Damping-off contra cepas de  Bacillus sp.
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