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RESUMEN

La investigacion fue realizada en la ciudad de Puno en abril, junio del 2018 donde se realiz
la experimentacion en cultivos in vitro de la actividad antagonica de los hongos nativos frente
al hongo de la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix) los objetivos planteados para esta
investigacion fueron: a) aislar e identificar los hongos Trichoderma spp., Lecanicillium spp.
y el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix de las hojas de café y del suelo circundante a la
planta de café del sector Miraflores Lanza y del sector Uycusmayo y b) evaluar la actividad
antagonica de Trichoderma spp y Lecanicillium spp sobre el hongo fitopatdgeno Hemileia
vastatrix en cultivo in vitro. Los hongos fueron aislados de las hojas de café y del suelo
circundante a la planta de café usando los medios de cultivos agar Sabouraud y dextrosa papa
(PDA), luego de ello se seleccionaron a los hongos antagonistas Trichoderma spp.,
Lecanicillium spp. y al hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix los cuales fueron identificados
mediante la observacion al microscopio usando las claves dicotdmicas seguidamente estos
hongos fueron sometidos a la prueba de antagonismo in vitro en donde se evaluaron la
competencia por espacio y nutrientes, y el grado de micoparasitismo. En donde resulté que
los hongos aislados Trichoderma spp. y Lecanicillium spp. de los dos sectores de la provincia
de Sandia presentaron una actividad antagénica frente al hongo fitopatdégeno H. vastatrix asi
alcanzando un diametro de crecimiento de 5.40 cm, 5.80 cm y 4.90 cm, 4.80 cm asi
existiendo diferencia significativa con P<0.05 asi tambien los cuales se clasificaron en el
grado 4 de micoparasitismo y una actividad anatagonica de 75% en condiciones de

laboratorio.

Palabras Clave: Antagonismo, cepas, fitopatdgeno, hongos, roya amarilla.
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ABSTRACT

The research was carried out in the city of Puno in April, 2018, where experimentation was
carried out in in vitro cultures of the antagonistic activity of native fungi against the fungus
of yellow coffee rust (Hemileia vastatrix) the objectives set for this Research were: a) Isolate
and identify the fungi Trichoderma spp., Lecanicillium spp. and the phytopathogenic fungus
Hemileia vastatrix of the coffee leaves and the surrounding soil of the Miraflores Lanza
coffee plant and the Uycusmayo sector and b) evaluate the antagonistic activity of
Trichoderma spp and Lecanicillium spp on the fungal pathogen Hemileia vastatrix in vitro
culture . The fungi were isolated from the coffee leaves and from the soil surrounding the
coffee plant using the Sabouraud agar and potato dextrose (PDA) culture media, after which
the antagonistic fungi Trichoderma spp., Lecanicillium spp. and the phytopathogenic fungus
Hemileia vastatrix, which were identified by observation under the microscope using the
dichotomous keys. These fungi were then subjected to the in vitro antagonism test, where
competition for space and nutrients and the degree of mycoparasitism were evaluated. Where
it turned out that isolated fungi Trichoderma spp. and Lecanicillium spp. of the two sectors
of the province of Sandia presented an antagonistic activity against the phytopathogenic
fungus H. vastatrix thus reaching a growth diameter of 5.40 cm, 5.80 cm and 4.90 cm, 4.80
cm thus existing significant difference with P <0.05 so also, they were classified in grade 4

of mycoparasitism and anatagonic activity of 75% under laboratory conditions.

Keywords: Antagonism, strains, phytopathogen, fungi, yellow rust.
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I. INTRODUCCION

El café es el principal producto agricola de exportacion en el Peru, nuestro pais es uno
de los lideres en la produccién de cafés especiales es decir se distingue de los demas cafés
por tener mejores cualidades fisicas y organolépticas con una creciente demanda del mercado
internacional. En la region de Puno, el cultivo de café se inicia entre los afios 1950 y se
consolida en la década del 70 con la formacion de 5 cooperativas y la constitucion de la

central CECOVASA en el afio 1970, quien se encarga de la comercializacion internacional.

En los dltimos afios los cultivos de café ha experimentado significativos cambios
debido a la proliferacion de la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix) esta enfermedad ha
provocado en las plantas de café defoliacion total y la muerte de la planta, se indica que ha
devastado un 60% de las areas del cultivo de café en los valles de Tambopata e Inambari,
provocando un bajo produccion y por ello los cafetaleros se ven perjudicados y para combatir
esta enfermedad utilizan los productos quimicos como fungicidas que hoy en dia se emplean
en el campo cafetal para la roya en donde se observo si, una mejoria en las plantas de café.
Pero sin embargo existe una contaminacion ambiental, debido al empleo continuo de
fungicidas a base de cobre que ha causado; apariciones bruscas y masivas del minador de
hoja (Leucoptera coffeella) asi mismo una acumulacion de cobre en los suelos de las
plantaciones y concentraciones foliares de cobre en los niveles tdxicos para la propia planta.

Los efectos de estos fungicidas sobre la salud humana estan en evaluacion.

El hongo Trichoderma sp., es un habitante natural del suelo y puede desemperiarse
como saprofito o como parasito de otros hongos y ademas este género es muy conocido

debido a su conducta antagonista y es ampliamente utilizada para el biocontrol. Asi mismo
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Lecanicillium lecanii es considerado un hongo hiperparasito de Hemileia vastatrix en donde

se observo en forma natural parasitarla a este hongo.

Para tal caso se plantea realizar esta investigacion para que a través de la prueba de
antagonismo sobre el hogo de la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix) pueda realizarse
el biocontrol de esta enfermedad usando esta nueva biotecnologia vegetal a través de estos
hongos Trichoderma spp y Lecanicillium spp. el cual beneficiara a los agricultores que tienen
plantaciones de café registradas como café organico y que tiene prohibo el uso de los
fungicidas a base de cobre por lo tanto tienen la necesidad de recurrir a otras alternativas para
controlar esta enfermedad de la roya del cafe. Por lo antes expuesto se plantearon los

siguientes objetivos.

1.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad antagdnica en cultivos in vitro de los hongos Trichoderma spp.
y Lecanicillium spp. frente al hongo de la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix) aislados

de las hojas de café y del suelo provenientes de los dos sectores de la provincia de Sandia.

1.2 Objetivos especificos
- Aislar e identificar los hongos Trichoderma spp., Lecanicillium spp.y el hongo
fitopatdgeno Hemileia vastatrix de las hojas de café y del suelo circundante a la plata
de café del sector Miraflores Lanza y del sector Uycusmayo.
- Evaluar la actividad antagonica de Trichoderma spp y Lecanicillium spp sobre el

hongo fitopatogeno Hemileia vastatrix en cultivo in vitro.
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Asi tambien, las hipotesis fueron:

Hipdtesis general:

-Los hongos aislados e identificados Trichoderma spp. y Lecanicillium spp. tienen la

capacidad antagonica frente al hongo de la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix).

Hipotesis especificas:

- Se lograron aislar e identificar a los hongos Trichoderma spp., Lecanicillium spp.y al
hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix de las hojas de café y del suelo circundante a la plata

de café del sector Miraflores Lanza y del sector Uycusmayo.

-Los hongos Trichoderma spp y Lecanicillium spp presentaron una actividad

antagonica sobre el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix en cultivos in vitro.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1  Antecedentes

Rolz et al. (2013), observaron un posible antagonismo de Trichoderma sobre Hemileia
vastatrix como resultado de una invasion de micelio de Trichoderma sobre la H. vastatrix en
la lesion de la hoja, asi mismo (Castro & Rivillas, 2006) observaron una detencion en la
produccién de micelio de los hongos patdgenos al entrar en contacto con el micelio de T.
harzianum (TRICHO-D). A los 15 y 20 dias, Trichoderma harzianum (TRICHO-D) invadid
los diferentes hongos patogenos, esporulando sobre ellos, asi también Hoyos et al. (2008),
mencionan que los aislamientos de T. asperellum T51 y T. harzianum T53 resultaron tener
antagonismo in vitro sobre los hongos fitopatogenos evaluados Sclerotinia spp. y Rhizoctonia
spp., también afirman que la mayoria de los hongos con actividad antagdnica especifica
sobre los diferentes fitopatdgenos corresponde a los aislamientos de T. asperellum, especie
que constituye el 49% de sus aislamientos probados, asi como T. harzianum, que es el 31,5%
y el aislamiento de T. harzianum T21 solo demostré tener un grado de antagonismo muy bajo

en todas las pruebas que realizaron.

Astorga et al. (2014), reportan que el hongo Trichoderma presentd un potencial muy
alto, con valores de PICR de 40,210 frente a S. cepivorum y de 45,034 ante Penicillium sp.,
por lo que indican que es un buen controlador y que sus resultados obtenidos apoyan el
potencial de las cepas de Trichoderma sp., como agentes de control bioldgico frente a la
pudricion causada por Penicillium del ajo, la bacteriosis por P. marginalis y la pudricion
blanca por S. cepivorum, también indica (Vargas, 2014), que observé una inhibicion del
crecimiento radial de Fusarium oxysporum f. sp. cepae por Trichoderma harzianum de

83,40%, Trichoderma koningiopsis con 77,45%, y de Phyton 27 del 70,34%, asi mismo
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indica que la inhibicién del crecimiento radial de Phoma terrestris por Trichoderma
harzianum fue de 86,86% , de Trichoderma koningiopsis fue 84,78% ; y de Phyton 27 del
78,16% finalmente alcanzando un micoparasitismo de grado 4, por tal indica que pueden ser

considerados como un recurso valioso en el control bioldgico de fitopatdgenos.

Rodriguez & Veneros (2011), reportan que el hongo Trichoderma harzianum
demostro en cultivos duales, ser un efectivo controlador bioldgico de hongos patdgenos de
frutos postcosecha de Carica “papaya”, inhibiendo el crecimiento del fitopatdgeno mediante
su capacidad antagénica, sin embargo Arbito (2017), estudio las pruebas de antagonismo de
Trichoderma spp frente al hongo fitopatégeno Fusarium spp a tres temperaturas diferentes
de 20, 25 y 30°C, en donde indica que el Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) fue entre el 40 al 78% asi concluye que el hongo Trichoderma spp demostrd su
adaptabilidad a variaciones de temperaturas gracias a sus diversos mecanismos que les

permite colonizar diversos habitats.

Gonzélez et al. (2007), Indican que las mejores condiciones de micoparasitismo del
hongo Lecanicillium lecanii frente a Hemileia vastatrix se encontraron a 25°C, pH entre 5 y
7, Hr superior a 80% Yy oscuridad continua con un porcentaje de parasitismo sobre los soros
superior a 95%, donde se redujo el indice de infeccion de forma similar al oxicloruro de
cobre, asi también Jiménez et al. (2015), demostraron en su investigacion que la germinacion
de Hemileia vastatrix fue inhibida por las dos cepas de Lecanicillium lecanii que evaluaron
asi mismo indican que los cuales presentaron diferentes capacidades inhibitorias segun su

origen geogréfico.
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Alavo (2015), menciona que el hongo Lecanicillium lecanii es uno de los mas comunes
eficientes entomopatdgenos de éafidos, trips, dipteros, lepidépteros, homdpteros y
hemindptero e indica que gracias a esto logro aislar y en donde observé la capacidad de
parasitar al hongo Hemileia vastatrix, de igual manera Eskes et al. (1991), Observaron que
los aislamientos del hongo L. lecanii parasitaron con facilidad lesiones de la roya del café, e
indican que fue en condiciones de elevada humedad relativa, en donde este hongo mostro
propiedades hiperparasiticas y antibidticas en laboratorio pero sin embargo ellos indican que
al realizar las pruebas en campo el hongo no presento el desarrollo hiperparasitico deseado,
de lo cual indican que aplicaron en una baja humedad relativa y con otros factores

ambientales.

Macdonal et al. (2013), asi como Jackson et al., (2012) mostraron el potencial
epizodtico de Lecanicillium lecanii de realizar un control biolégico mediante las
interacciones de mutualismos entre hormigas y la escama del café, en donde indican que
Lecanicillium lecanii es un enemigo natural de la escama del café (Coccus viridis), el cual a
su vez también posee una relacion con la hormiga Azteca instabilis y en donde estas
transportan y asi mismo protegen a la escama de depredadores parasitoides, ya que en las
escamas se producen un néctar rico en carbohidratos que las hormigas consumen y cuando
las esporas de L. lecanii que se encuentran en propagulos viables en el suelo son
transportados por el viento o salpiques de lluvia, llegan a la escama, germinan y se
multiplican sobre esta, y posteriormente las escamas son transportadas por las hormigas en
la planta de café, diseminando las esporas del hongo, llegando a parasitar a Hemileia

vastatrix.
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2.2  Marco tedrico
2.2.1 Reseia Historica del café en el Peru

En el pais, por la diversidad de combinaciones de clima, suelos, precipitacion y luz
solar constituye un escenario propicio para el cultivo del café (Coffea arabica) con distintos
perfiles de sabor, aromay acidez. Las variedades que se cultivan son: Caturra (70%), Catimor
(13%), Bourbon (8%), Typica (7%), y otras (2%), en el Perd, la produccidon de café involucra
el trabajo de mas de 223,000 familias, que cultivan 425,000 hectareas. De estas méas de
155,000 estan certificadas por algun esquema de comercio justo y mayoritariamente
organicos (Marca, 2017). En nuestro pais operan 75 empresas exportadoras de café y las
organizaciones que ofertan cafés especiales estan compuestas por un total de 28 productores
y hasta el momento 20 empresas concentran el 90% de las exportaciones, de las cuales las 10
primeras superan el 75% del valor exportado, mostrando una tendencia a la concentracion en
el negocio cafetero, en similitud al comercio mundial acaparando por 7 grandes empresas.
Peru es el tercer productor sudamericano de café, detras de Brasil y Colombia (Jara, 2015),
la zona sur, esta integrada por los departamentos que son Apurimac, Ayacucho, Cusco y

Puno que cultivan 53 mil hectareas el cual comprende un 23% del area total.

2.2.2 Antagonismo

Definicion. - El antagonismo es una interaccion entre microorganismos donde uno
interfiere con el otro, es decir causa la pérdida o la actividad de uno de ellos (Peréz, 2004),
es esta la base sobre la que se sustenta el verdadero control biolégico de microorganismos

fitopatdgenos en las plantas (Robles, 2014).

-Hongos antagonistas
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En la rizosfera crecen diversos tipos de hongos antagonistas que son utilizados en
controles biol6gicos (Almaraz et al. 2012), estos microorganismos poseen las capacidades
de realizar maltiples efectos de control sobre fitopatdgenos de interés, lo que les confiere su

reconocido uso en el control de enfermedades agricolas (Hernandez et al. 2007).

2.2.3 Mecanismo de accion

Algunos mecanismos de accion de los hongos antagonistas son la antibiosis,
competencia por espacio 0 por nutrimentos, interacciones directas con el patdgeno
(micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccion de resistencia. En general, los antagonistas
no tienen un unico modo de accién y la multiplicidad de éstos es una caracteristica importante
para su seleccion como agentes de control biolégico (Larrea, 2001). Por otra parte, los
mecanismos antagoénicos de combate bioldgico también incluyen la competencia, la

antibiosis o alelopatia, el hiperparasitismo y la depredacion (Arauz, 1998).

2.2.4 Lacompetencia

La competencia es el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento, esto siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de los
organismos reduzca la cantidad disponible para los deméas y la competencia mas comun es
por nutrimentos, oxigeno o espacio (Larrea, 2001). La principal causa de muerte de los
microorganismos es la falta de nutrientes, por lo que la competencia por ellos es un modo de

ejercer biocontrol sobre hongos fitopatogenos (Vargas, 2014).

2.2.5 Laantibiosis.
La antibiosis se define como el fendbmeno mediante el cual un microorganismo

antagonista inhibe o destruye a un organismo por medio de la produccion metabolica de
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pequefias moléculas toxicas, compuestos volatiles y de enzimas liticas, las cuales se van a
encargar de disolver o dafiar polimeros estructurales de la pared celular de los

microorganismos fitopatogenos como lo son la quitina y  (1-3) glucano (Alfaro, 2013).

2.2.6 El hiperparasitismo

El parasitismo se puede definir como una relacion entre dos especies en la cual una,
denominada parasito, se alimenta de la otra, denominada hospedante, mediante la absorcion
por periodos prolongados o la utilizacién directa de sustancias elaborada por esta, (Arauz,
1998). Generalmente, estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasa, celulasa,
bl, 3 - glucanasa y proteasa, que rompen las estructuras de los hongos parasitados. Los
ejemplos mas conocidos de hongos hiperparéasitos son Trichoderma y Gliocladium. (Larrea,

2001).

2.2.7 Micoparasitismo

El micoparasitismo es la accidn antagonica entre dos hongos, el uno (hiperparésito)
parasita al otro (micoparésito) a través de una sintesis de exoenzimas hidroliticas esto para
facilitar la degradacion de la pared celular del hospedante asi mismo un antagonista puede
utilizar a un hongo como fuente de alimento (Pérez, 2004), y se dividen en dos grupos:
biotrdpicos, en donde tienen un rango restringido de hospedantes y necrotrépicos en donde
matan a la célula antes o después de la invasion, excretan sustancias toxicas y utilizan sus

nutrientes (Robles, 2014).

2.2.8 EIl Género Trichoderma

a) Ecologia del microorganismo

Trichoderma es una especie que crece en casi todas las regiones climaticas y en una

gran variedad de suelos, como pueden ser, praderas, suelos agricolas, forestales, salinos y
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desérticos asi también Trichoderma harzianum es caracteristico de temperaturas calidas y/o
templadas (Cabrera y Tejera 2002). Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas
densidades de raices las cuales son colonizadas rapidamente por estos microorganismos y cabe
mencionar que de las especies de Trichoderma que frecuentemente se utilizan para el
biocontrol, son las especies harzianum y viride, de las cuales la primera ha sido la mas
estudiada. Trichoderma es un fungicida de amplio espectro de accién asi también es eficaz
contra diversos organismos y géneros de patdgenos; tanto en el suelo contra pudriciones de
raices como Armillaria, Ryzoctonia, Phytium, Phyotophtora, Fusarium, enfermedades que se
presentan en numerosas especies tanto anuales como perennes, 0 bien, contra géneros
productores de enfermedades de drganos aéreos como Botrytis o Stereum (Romero et al.,

2015).

b). Factores que influyen en el crecimiento

1. Temperatura.

Dentro de los rangos ampliamente apropiados de temperaturas para el adecuado
desarrollo de Trichoderma se encuentra entre los 10°C a los 40°C, considerandose una 6ptima
de 25°C (Alexpoulos, 1996). Segun otros estudios, se ha demostrado que el crecimiento
saprofito en el suelo de Trichoderma se presenta a una temperatura que oscila entre los 20°C
y los 30°C, con una temperatura éptima de 25°C (Vargas, 2014), y las especies como
Trichoderma citrinoviride y Trichoderma saturnisporum, parecen tener el Optimo de
temperatura mas alto (entre 38 y 44° C); Trichoderma viridae y Trichoderma polysporum el

rango de temperatura optimo y mas fresco esta (entre los 20 a 25° C); y en términos medios,
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especies como Trichoderma harzianum con un rango de temperatura calido que oscila entre

los 22 a 33° C, con una temperatura 6ptima de 27° C (Romero et al. 2015).

2. Humedad

La humedad favorable para su desarrollo de Trichoderma esté alrededor de 70% y 80%.
Una de las limitaciones mas importantes del uso de Trichoderma como biofungicida es su
bajo nivel de tolerancia osmética (0.5 M o menos). Las condiciones de agua afectan las
actividades de este hongo, en especial la germinacion de la espora y el crecimiento del tubo
germinal, asi como el crecimiento del micelio, y tiene un efecto critico en la interaccion con

otros hongos y la produccion de enzimas (Chavez, 2006).

3. pH

El pH juega un papel muy importante en regulacion de la produccion de enzimas
extracelulares, Trichoderma presenta un amplio rango de crecimiento a valores de pH
comprendidos entre 2,0 y 9,0 y con un pH éptimo que se encuentra entre 4,0 y 7,0 (Vargas,
2014). Asi también el oxigeno es esencial para los hongos tales como el oxigeno y el didxido
de carbono Trichoderma es un hongo netamente aerobio obligado (Romero et al. 2015), asi
mismo la luz es importante como en la mayoria de especies del género Trichoderma son
fotosensibles, esporulando rapidamente sobre sustratos naturales o artificiales, en patrones
anulares con céntricos en respuesta a la luminoso. La méaxima actividad fotoinductiva se
encuentra entre los 380nm y 440nm rango visible, no ocurriendo esporulacién bajo los

245nm (Chéavez, 2006).

a). Caracteristicas macroscopicas
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Figura 1. Caracteristicas de crecimiento de Trichoderma inhamatum, A. a las 48 h
luego de la siembra del inoculo se observa crecimiento algodonoso blanquecino. B. 72 h
empiezan la esporulacion, formando un halo verde caracteristicos, C se observa a las 96 h
el crecimiento de un segundo halo completando la totalidad de la caja Petri. Fuente: (Garcia

etal., 2016).

Este género de hongo Trichoderma presenta las siguientes caracteristicas que son;

Conidioforos, fidlides, conidios y clamidosporas (Poalacin, 2015).
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Figura 2. Imagen microscopica (lzquierda) y esquematizacion (derecha) de

Trichoderma harzianum Donati, (2011).

La colonia de este género en un medio de cultivo con agar crece muy rapido y los

conidios se forman rapido y abundantemente en forma de polvillo no hay micelio aéreo y la
pigmentacion es tipica en tonos verdes, verdes-amarillos; algunos cultivos presentan un olor
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parecido al coco y muchas de estas cepas crecen eficientemente que pueden ser en medios
solidos o liquidos y en un amplio rango de temperaturas, ademas son parcialmente tolerantes

a humedades bajas y tienden a crecer en suelos acidos (Robles, 2014).

b). Mecanismo de accidn de Trichoderma

Este género es bien conocido por tener la habilidad de reducir las enfermedades
ocasionadas por hogos fitopatdgenos de los suelos (Inbar et al. 1995), los mecanismos
considerados mas importantes en la interaccion de antagonismo de Trichoderma es; la
competencia por los nutrientes indispensables para la germinacién de esporas, la antibiosis
por la produccién de enzimas liticas y metabolitos secundarios que son la llave en muchas

interacciones que causan la destruccion del patégeno y el micoparasitismo (Michel, 2001).

Mecanismos directos

1.- Micoparasitismo

El parasitismo que es ejercido por Trichoderma es destructivo, causando la muerte del
hongo huésped (Barnett & Binder, 1973). El micoparasitismo trata de una secuencia de
eventos moleculares y bioquimicos involucrados en este fendbmeno y en los mecanismos

celulares de la interaccion del micoparasitismo (Vargas, 2014).

Algunos eventos secuenciales implicados en el micoparasitismo

a). Crecimiento quimiotrépico

El quimiotropismo positivo dirige el crecimiento hacia un estimulo quimico en la etapa

de localizacion del hospedante, se ha demostrado que Trichoderma puede detectarlo a
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distancia y sus hifas crecen en direccion al patdgeno como respuesta a un estimulo quimico

(Vargas, 2014).

b). Reconocimiento

El reconocimiento se realiza a través de interacciones de lectinas y carbohidratos, las
lectinas son proteinas enlazadas a azucares o glicoproteinas, las cuales aglutinan células y
esta involucradas en las interacciones entre los componentes de la superficie de las células y

su ambiente extracelular (Vargas, 2014).

c). Adhesion y enrollamiento

Tras el reconocimiento, las hifas del Trichoderma se unen al hospedante a través de la
formacion de estructuras en forma de ganchos y apresorios alrededor de las hifas del
patégeno la adherencia de las hifas de Trichoderma ocurre gracias a la asociacion de un
azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno (Vargas,

2014).

d). Actividad Litica

En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas que degradan las paredes celulares del
hospedante y posibilitan la penetracién de las hifas del antagonista (Haram et al., 1996). Por
los puntos de contacto por donde se produce la lisis y aparecen los orificios, penetra la hifa
del micoparasito en las del hongo hospedante y las especies de Trichoderma tienen un
elevado potencial parasitico, con una actividad metabdlica muy particular, que les permite

parasitar eficientemente las estructuras fungicas de los hongos (Sandoval & Lopéz, 2002).
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Figura 3. Elementos implicados en el micoparasitismo ejercido por Trichoderma

frente a otro hongo. Tomado de Drushinina et al., (2011), citado por (Vargas, 2014).

d). Antibiosis

Entre una de las enzimas hidroliticas que producen estas especies de Trichoderma spp.
se reportan a las enzimas como; quitinasas, glucansas, proteasas y celulasas. Dichas enzimas
estan relacionadas en el fenémeno de antibiosis y micoparasitismo esto al degradar la pared
celular y sin penetrar 0 micoparasitar al hospedero (Michel, 2001). La induccion de las
enzimas quitinoliticas en Trichoderma es la fase inicial de reconocimiento, es la primera
etapa en la cascada de eventos que presentaran en la actividad parasitica del antagonista

(Inbar & Chet, 1995).

c). Especies del Género Trichoderma.

Actualmente se conoce las siguientes especies del género Trichoderma: T.

aggressivum, T. album, T. arundinaceum, T. asperellum, T. atroviride, T. aureoviride, T.
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brevicompactum, T. citrinoviride, T. citrinoviridex, T. crassum, T. erinaceum, T.
fasciculatum, T. fertile, T. gamsii, T. ghanense, T. hamatum, T. harzianum, T. koningii, T.
koningiopsis, T. longibrachiatum, T. lignorum, T. minutisporum, T. oblongisporum, T.
ovalisporum, T. pleuroticola, T. polysporum, T. pseudokoningii, T. pubescens, T. reesei, T.
saturnisporum, T. spirale, T. strictipile, T. strigosum, T. stromaticum, T. tomentosum, T.

virens, T. viride, T. viridescens (Robles, 2014).

2.2.9 Género Lecanicillium spp

Ecologia del microrganismo

Lecanicillium lecanii posee una amplia distribucion mundial, este hongo ha sido
aislado de sustratos como suelo, de insectos en todas sus etapas de desarrollo. Puede crecer
a una temperatura entre 4°C y 30°C y la humedad relativa 6ptima para la germinacion de los
conidios se encuentra entre 90 y 95%. Se han desarrollado cepas de L. lecanii altamente
virulentas y epizoGticas como agentes biocontroladores de ciertos insectos, L. lecanii también

es un micoparasito de royas (Montalva, 2008).

Caracteristicas Macroscépicas y microscopicas

Las colonias crecen del, 8-2,2 cm en 10 dias a una temperatura de 20°C presentan
blanco a amarillo palido de aspecto algodonoso (Acosta, 2006), y microscopicamente
podemos observar los conididforos, las fidlides que miden de 11 a 30u de largo x 1.5 a 2u de
didmetro y los conidios que salen del extremo de las fidlides en grupos formando cabezuelas

que son elipsoidales de 2 a4 x 1 a 1.5u (Cafiedo & Ames, 2004).
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Figura 4. Imagen microscépica de Lecanicillium lecanii (Cortez, 2003).

Dafio que produce el hongo

El mecanismo quimico consiste en la accion enzimatica, principalmente proteasas,
lipasas y quitinasas, las cuales causan degradacion del tejido en la zona de penetracion, lo
que facilita la penetracién fisica (Monzén, 2001). Asi mismos estudios in vitro realizados
indican que en la digestion del integumento sigue una secuencia de las enzimas lipasa-

proteasa y quitinasa (Tanada & Kaya, 1993).

Mecanismo de accion

El modo de accién de Lecanicillium lecanii es por contacto, hiperparasitando otros
hongos. Una vez que las esporas de L. lecanii entran en contacto con el patdgeno se da una
liberacion de enzimas, como la B-1,3-glucanasa, quitinasa, amilasa y proteasas, las cuales
causan alteraciones en las paredes celulares del hospedero, permitiendo que las hifas de
penetracion de L. lecanii ingresen (Askary et al.1997), posteriormente se observa una
desorganizacién del citoplasma en las células del patdgeno debido a la perdida de las células

y contorsion de la pared celular. Por ultimo las células atacadas colapsan, reduciendo su
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protoplasma debido a la extensa multiplicacion del antagonista y al estar totalmente rodeado

por este (Vargas, 2017).

2.2.10 Roya amarilla (Hemileia vastatrix)

La roya es la enfermedad causada por un parasito obligado que afecta las hojas de las
especies del género Coffea, en especial C. arabica. El ciclo de vida de Hemileia vastatrix
estd comprendido por cuatro etapas que son: diseminacion, germinacion, colonizacién y

reproduccion (Rivillas et al., 2011).

Haustorios
‘ . '-;‘s;:__‘.n— ’
Colonzacion Desarmilo de esporas
(reproduccon)
Scbresivencia del hongo
enlaplanta de café
e

Figura 5. Ciclo bioldgico del hongo Hemileia vastatrix (OIRSA, 2013).

a). Sintomatologia:

Los primeros sintomas de la enfermedad aparecen en el envés de las hojas, por donde
penetra el hongo (Vargas, 2017). Consiste en pequefias lesiones amarillentas que con el

tiempo se vuelven coalescentes, al final del ciclo de vida de la roya, las lesiones producen
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uredosporas de color anaranjado y en la cara superior de las hojas se divisen manchas

cloréticas. Finalmente, las lesiones se vuelven necréticas (Pico, 2014).

b). Dafos que provoca la roya

El dafio causado por este hongo es la caida prematura de las hojas, lo que trae como
consecuencia una reduccién severa del proceso fotosintético y de la capacidad productiva.
Cuando los ataques son severos, se provoca la caida de grandes cantidades de hojas, que
causan un debilitamiento general de la planta, una maduracion muy irregular de la cosecha y
una reduccidn de la produccion para el siguiente afio, estimandose alrededor de un 20 y 40
% (Barquero, 2013). Esta enfermedad esta relacionada con la alta carga fructifera, falta de
fertilizacion, uso inadecuado de fungicidas y variabilidad climética, entre otros factores que

debilitan la planta, haciéndola mas susceptible a ataques severos (Feijoo, 2014).

c). Epidemiologia

Barquero, (2013), menciona que uno de los principales factores que vienen
favoreciendo el desarrollo de la enfermedad depende de la relacion ya sea entre el hospedante
(plantas de café), el patdgeno que viene a ser (el hongo) y el ambiente (las variaciones

climaticas); ademas otro factor importante que influye también es el hombre (Feijoo, 2014).

d). Taxonomia:

La Roya del Cafeto, enfermedad causada por el patégeno Hemileia vastratrix es un
hongo que pertenece a la familia Puccineaceae, orden Uredinales, clase Basidiomycetes.

Todos los hongos pertenecientes a este orden, son parasitos obligados, desarrollados
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Unicamente en tejido vivo de su planta hospedera, en este caso las hojas del cafeto (Mora,

2016)

Clasificacion taxondmica

Reino . Fungi

Phylum . Basidiomycota

Subphylum : Puccioniomycotina

Clase : Pucciniomycetes

Orden : Pucciniales

Género : Hemileia

Especie : Hemileia vastatrix Berk & Ber (Mora, 2016)
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1  Ambito de estudio

La investigacion se realizé en dos sectores de la Provincia de Sandia:

La primera recoleccion de muestra se realizo en el sector Miraflores Lanza ubicada a
una latitud sur de 14°.5°49.30”’S y longitud oeste de 68°53°31.63”0 y una altitud de 942
m.s.n.m. perteneciente al distrito de San Pedro de Putina Punco, provincia de Sandia de la
Regidn Puno. El segundo lugar de toma de mues tra fue el sector Uycusmayo ubicada a una
latitud sur 14°13°56.58” S, Longitud oeste 69°2°27.88”0 y una altitud de 1315 m.s.n.m.
perteneciente al distrito de San Juan del Oro, provincia Sandia de la region de Puno. Todos
los anélisis, tratamientos y la identificacion taxondmica de los hongos se realizaron en el
laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional del Altiplano — Puno ubicado en las coordenadas UTM -15.824854, -70.017984

(Zona de trabajo), (Google Maps, 2018) (Figura 6).

Distrito de San Pedro De oY

putiga Punco - o zona de muestreo 1
FSHCle LANPA sector Miraflores Lanza

L

s
N

Rl

zona de muestreo 2

Distrito 86.San SPeI0r Uyausimayo

Juan Del Oro

Figura 6. Mapa de la provincia de Sandia con los dos sectores de estudio, abril 2018.
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3.2  Poblacion y muestra

Para esta investigacion se considero 1ha de cultivo de café para cada sector, de donde
se seleccionaron 10 hojas de café (Coffea arabica) presuntivamente infectadas con el hongo
de la roya amarilla (Hemileia vastatrix) y también 10 hojas infectadas por otros hongos de
una apariencia blanquecina, luego estas hojas fueron colocadas en frascos de vidrio, en cada
frasco se colocd solo 2 a 3 hojas y fueron tapados para su transporte hasta el laboratorio. Asi
también se realizo el muestreo del suelo por el método al azar, para la toma de muestra se
cavo el suelo cafetal a una profundidad de 5cm de donde se tom6 100g de tierra el cual

también fue colocado en un frasco para su trasporte hasta el laboratorio de microbiologia.

Figura 8. Muestreo de suelo de cultivo de café. Sandia, abril 2018.
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3.3  Tipo de investigacion
El tipo de investigacion fue descriptivo y analitico, ya que se aislo los hongos tanto de
las hojas del café como del suelo y se determiné que estos hongos aislados tienen la capacidad

antagoénica frente al hongo de la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix).

3.4 Metodologia
a). Aislamiento e identificacion de los hongos Trichoderma spp., Lecanicillium spp., y el
hongo fitopatégeno Hemileia vastatrix de las hojas y suelo circundante a la planta del

café del sector Miraflores Lanza y del sector Uycusmayo.

3.4.1. Aislamiento de los hongos Trichoderma spp (del suelo)

-Cultivo de Hongos en placas Petri: Para el cultivo y aislamiento de los microorganismos
principalmente se tuvo en cuenta en brindarles las condiciones adecuadas como fisicas,
quimicas y nutritivas para que estas puedan multiplicarse adecuadamente de forma
controlada y para realizar el aislamiento se usé la metodologia sugerida por (Astorga et al.,

2014).

-Procedimiento.- Se pes6 1g de muestra de suelo de cada lugar de muestreo y se suspendid
en un matraz con 9ml de agua destilada estéril para cada uno y se homogenizo durante 3a 5
minutos y seguidamente con una pipeta descartable se tomé lo preparado y se incorporé una
alicuota de 0.5ml en el medio Agar Sabouraud ya preparada (gelificada) para cada sector se
consider0 a 2 repeticiones, con la ayuda de una Asa de digralsky se extendié uniformemente
sobre la superficie de la placa, se sellé y fue colocado a una temperatura de 28°C, las
observaciones se realizaron a las 48 hora las colonias se reconocieron por su crecimiento

rapido. Para el aislamiento del hongo Trichoderma spp se realiz6 la resiembra en Agar Papa
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Dextrosa (PDA), con dos repeticiones para cada sector y fueron incubados a una T° de 28°C
durante 4 a 6 dias pasado el tiempo se observaron el crecimiento de los hongos con
caracteristicas morfoldgicas de color verdosas los cuales fueron observados al microscopio

para su identificacion correspondiente.

3.4.2. Aislamiento de los hongos Lecanicillium spp. (De las hojas de café)

Para el aislamiento de los hongos procedentes de las hojas de café se realiz6 segun la

metodologia usada por (Molina et al., 2006).

-Procedimiento: Se seleccionaron hojas infectadas con hongos de color blanco los cuales
fueron cortadas todas las areas afectadas en trozos pequefios de un tamafio de 2x2mm
haciendo un total de 8 fragmentos los cuales se colocaron en placas Petri, en cada placa se
coloc6 4 fragmentos con papel absorbente humedecido en agua destilada estéril asi formando
una cdmara himeda para estimular su esporulacion de los hongos durante 24 horas se incubo
a una temperatura de 28 °C, pasado el tiempo se tom6 con una pinza los cortes de hojas y
estas se colocaron en placas Petri contenida ya con agar papa dextrosa (PDA) en los 4 puntos,
y se incubo a 30 °C durante los dias se controlaron el crecimiento de los hongos y también
se realizo las respectivas identificaciones luego ya identificados se realizaron las resiembras
de los hongos que nos interesa para la investigacién hasta obtener los cultivos puros del

hongo.

3.4.3 Aislamiento del hongo de la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix)

Para realizar el aislamiento de los hongos de la roya amarilla del café se utilizo la

misma metodologia (Martinez et al., 2013).
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Procedimiento: Primeramente se seleccionaron todas las hojas infectadas con el hongo de
la roya amarilla del café, de los cuales las &reas afectadas de las hojas se cortaron en trozos
pequefios de un tamafio de 2x2mm haciendo un total de 4 fragmentos estas fueron sumergidas
en etanol al 70% (durante 1 minuto) y en hipoclorito de sodio al 3% (durante 1 minuto) y
finalmente en agua destilada también por 1 minuto para eliminar los restos que pudieran
quedar de los desinfectantes, luego de inmediato se secd en papel filtro estéril y en seguida
se colocaron en placas Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) para su desarrollo y fueron
incubados a 28°C durante 6 dias luego se realiz6 la identificacién en un microscopio
seguidamente se realiz6 la resiembra en otras placas con agar PDA y Sabouraud, los factores
de crecimientos especificos para estos hongos es la humedad adecuada, las condiciones
favorables de temperatura (21 a 25°C) y los sustratos necesarios en su medio de cultivo que

es importante para un buen desarrollo.

3.4.4. ldentificacién de los hongos Trichoderma spp., Lecanicillium spp. y Hemileia

vastatrix.

Para la identificacion de los hongos se usé las laminas porta y cubre objetos asi mismo

la cinta adhesiva transparente y tinta de azul de Lactofenol.

-Observacion microscépica.

-Técnica de cinta pegante: Esta técnica es una de la mas usada, debido a que se conserva la
yuxtaposicion original de las esporas y segmento de las hifas. Para su realizacion se toma
una tira de cinta de 4cm y con el alado adhesivo de la cinta hacia fuera, sosteniendo con una

pinza y presionando firmemente hacia la colonia del hongo que desea estudiar.
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Posteriormente la tira de cinta se coloca en un portaobjetos con una gota de azul de Lactofenol

(Arias & Pifieros, 2008).

-Tincién Azul de Lactofenol o de Algodon

-Fundamento: Es una tincion simple posee caracteristicas tintoriales que permiten observar
cada uno de los componentes fangicos y apreciar facilmente las estructuras para una
adecuada identificacion. Asimismo, posee caracteristicas importantes que lo hacen especial
para observar dichas estructuras en los hongos del tipo moho obtenidos en los cultivos por

aislamiento.

El fenol inactiva las enzimas liticas de la célula e impide que ésta se rompa; de igual
forma, destruye la flora acompafiante e inactiva la célula, quitdndole el grado de
patogenicidad; ademas, actia como mordiente cuando se usa en combinacién con colorantes.
El &cido lactico preserva las estructuras fingicas una vez provocada un cambio de gradiente
osmético con relacion al interior fungico, lo que esto genera es una pelicula protectora. El
azul de algodoén es un colorante &cido, que tifie el citoplasma y la quitina presente en las
células fungicas, mientras que el glicerol mantiene himeda la preparacion (Lopez et al.,

2013).

-Procedimiento: Primeramente se seleccionaron las colonias de hongos desarrollados,
seguidamente se cortaron segmentos de cintas adhesivas transparente con un aproximado de
1 cm luego esta se pegd en un asa de siembra, en una lAmina portaobjetos se puso una gota
de azul de lactofenol y con el lado adhesivo de la cinta se toco la parte superior del hongo y
esta cinta se colocd sobre el azul de lactofenol ya preparado en la ldmina y encima una gota

mas de azul de lactofenol se agreg6 seguidamente se cubri6 con una lamina de cubreobjetos
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y después se llevd a la observacion al microscopio con el objetivo de 40x para el

reconocimiento de los hongos (L6pez et al., 2013).

3.4.4. ldentificacion taxonémica de los hongos
-Claves taxonémicas. Para la identificacion de todos los hongos se utiliz6 diferentes claves
taxonomicas, en las que se tomo en cuenta tanto las caracteristicas macroscopicas como
microscopicas y en especial las estructuras reproductivas, utilizando como referencia la
literatura de los siguientes (Alexopoulos, 1996).

Analisis estadistico

Se utilizo el disefio completamente al azar (DCA), los tratamientos correspondieron a
los sectores de donde procedieron las muestras de suelo y las muestras de hojas (dos sectores
de la provincia de Sandia, cada uno con distintos puntos de muestreo) que formaron un total
de 6 unidades experimentales. La variable respuesta fue los didmetros de crecimiento durante
los diez dias de cada hongo de ambos sectores, que fue comparada entre cada especie
mediante un analisis de varianza y prueba de medias de Tukey (P<0.05) para su comparacion
entre sectores, todos los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de confianza del 95%
y los datos se procesaron con el software estadistico INFOSTAT versién estudiantil 2017

para Windows. Teniendo en cuenta las siguientes variables:

Evaluaciones

-Medicidn del crecimiento en diametro de Trichoderma spp, Lecanicillium spp y

Hemileia vastatrix.
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Se evaluo el Didmetro de Crecimiento de los Antagonistas (DCA) de ambos sectores v el
Didmetro de Crecimiento del Patdgeno (DCP) también de los ambos sectores dentro de las

placas Petri en forma individual.

Tabla 1. Tratamiento empleado en la investigacion

CLAVE LUGAR TRATAMIENTO
M1 M. Lanza Trichoderma spp.

M1 M. Lanza Lecanicillium spp.
M1 M. Lanza Hemileia vastatrix
M2 Uycusmayo Trichoderma spp.

M2 Uycusmayo Lecanicillium spp.
M2 Uycusmayo Hemileia vastatrix

Donde: M1 = Muestra 1, M2 = Muestra 2 y M. Lanza = Miraflores Lanza

b). Evaluar la actividad antagénica de Trichoderma spp y Lecanicillium spp sobre el

hongo Hemileia vastatrix en cultivos in vitro

3.4.5. Prueba de antagonismo in vitro
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Para determinar la capacidad antagonista de los hongos Trichoderma spp. y
Lecanicillium spp., sobre el hongo fitopatogeno Hemileia vastatrix se aplicé un disefio
completamente al azar, con cuatro repeticiones. La unidad experimental correspondié a la
técnica de cultivos duales en placas Petri usando el medio de cultivo Papa Dextrosa Agra

(PDA).

-Procedimiento: Primeramente, las placas se dividieron en dos secciones para realizar esta
prueba, en 4 placas Petri con PDA se sembr6 a 5mm del extremo de la caja Petri el hongo
fitopatégeno Hemileia vastatrix de 10 dias de crecimiento y se incubo a 28°C durante tres
dias para que este inicie su crecimiento micelial (Hoyos et al., 2008).Transcurrido este
periodo de tiempo se observo un buen desarrollo del hongo, se sembrd al lado opuesto, a una
distancia de 7 cm, un disco de 5 mm de diametro de un cultivo de aislamiento de Trichoderma
spp. de 5 dias de crecimiento y en otra placa de la misma forma con el hongo Lecanicillium
spp. de 7 dias de crecimiento de esta manera se dejo a las dos cepas, también como testigo
se sembrd de manera individual al hongo Hemileia vastatrix, todas las placas Petri se
incubaron a una temperatura de 28°C durante una semana hasta la toma de datos. Se
efectuaron mediciones cada 24 horas para constar el crecimiento de hongo patdgeno y

antagonista (Arbito, 2017).
d). Lectura de ensayos

Para ambos casos en cada ensayo se evaluaron los criterios de porcentaje de inhibicién
del crecimiento micelial del patdgeno (Royse & Ries, 1978). Después de sembrar el

antagonista en las cajas, la actividad de los aislamientos de Trichoderma spp y Lecanicillium

spp se clasificaron de acuerdo con el grado basado en una escalade 1 a5 en lacual 1 es el
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100% de micoparasitismo y 5 es 0% de micoparasitismo. Un aislamiento se considera
antagonista contra el patdégeno si el promedio es >3. A un tratamiento que obtenga un

promedio entre 2 y 3 no se le asigna clasificacion segin (Hoyos et al., 2008).

Tabla 2. Tratamientos empleados en la investigacion

Cadigo N° de
Clave Lugar Tratamiento
de muestras repeticiones

Trichoderma

M1 Tl M. Lanza spp Yy Hemileia 2
vastatrix
Lecanicillium
M1 T2 M. Lanza  spp. Yy Hemileia 2
vastatrix

Trichoderma

M2 T3 Uycusmayo spp Yy Hemileia 2
vastatrix
Lecanicillium
M2 T4 Uycusmayo spp. Yy Hemileia 2
vastatrix

Donde: M= Muestra, T= Tratamiento y M. Lanza= Miraflores Lanza
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e). Analisis estadistico

El disefio experimental fue aleatorio, se realizaron 2 repeticiones para cada uno de los
tratamientos los cuales correspondieron al diametro de crecimiento y a los tiempos de la
actividad antagonico de los hongos Trichoderma spp., y Lecanicillium spp. frente al hongo
Hemileia vastatrix (a los 10 dias de evaluacion). Los resultados de cada prueba se realiz6 los
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de medias de Tukey (P<0.05) para la comparacion
entre los tratamientos de cada variable, todos los analisis estadisticos se realizaron con un
nivel de confianza de 95%. Los datos se procesaron con el software estadistico INFOSTAT

version estudiantil 2017 para Windows.

f). Evaluaciones

-Medicion del crecimiento en diametro de Trichoderma spp, Lecanicillium spp y

Hemileia vastatrix.

Se evalud el didmetro de crecimiento tanto de los hongos antagonistas y del hongo
patdgeno, asi mismo se evalud la competencia por nutrientes y espacio se valoré comparando
la velocidad de crecimiento para el cual se realizaron mediciones en milimetros para los

didmetros de crecimiento esto de cada uno de los antagonistas (DCA) y del patégeno (DCP).

-Enfrentamientos duales

Estas evaluaciones de las interacciones in vitro se realizaron midiendo en centimetro
del crecimiento de cada hongo tanto al hongo antagonista como también al hongo patdgeno.
Se comprobo el efecto de antagonismo de los hongos Trichoderma spp. y Lecanicillium spp.

Sobre el patdgeno mediante la evaluacién de la capacidad antagonica el cual se realizo
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midiendo el grado de micoparasitismo de cada antagonista. Esta se determin6 por la escala

que propone (Ezziyanii et al., 2004).

Asimismo, para indicar el micoparsitismo del posible mecanismo de accion tanto de
Trichoderma spp. y Lecnicillium spp se realizaron las observaciones macroscépicas de los
cultivos duales, observando el micoparasitismo existente la invasion del antagonista sobre el

hongo patdgeno.

Tabla 3. La evaluacién de antagonismo se baso en lo recomendado por Elias y Arcos
(1984) citada en Ezziyyani (2004), de acuerdo a la medida de invasion de la superficie,

colonizacién y esporulacion del antagonista sobre los hongos fitopatdgenos.

Grado Capacidad Antagonica
Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo

’ patdégeno

Invasion de ¥4 de la superficie de la colonia del hongo
' patdégeno

Invasion de ¥ de la superficie de la colonia del hongo
i patdégeno

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo
’ patdégeno

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo
4

patdgeno esporulacién sobre ella.
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Para evaluar el grado de esporulacion del antagonista se utilizo la siguiente escala:

Tabla 4. Escala de micoparasitismo, segiin Royse y Ries (1978).

Porcentaje de
cubrimiento del
Grado Micoparasitismo antagonista de la

superficie del medio

El antagonista cubre

1 en un 100% el micelio del 100%
fitopatdgeno
El antagonista cubre

2 en un 75% el micelio del 75%
fitopatdgeno
El antagonista cubre

3 en un 50% el micelio del 50%
fitopatdgeno
El antagonista cubre

4 en un 25% el micelio del 25%

fitopatogeno
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislar e identificar a los hongos Trichoderma spp., Lecanicillium spp. y al hongo
fitopatogeno Hemileia vastatrix de las hojas de café y del suelo circundante a la
plata de cafe del sector Miraflores Lanza y del sector Uycusmayo.

4.1.1 Aislamiento e identificacion de los hongos nativos del suelo y de las hojas de la

planta de café (Coffea arabica)

Los suelos de cafetales del sector Miraflores Lanza perteneciente al distrito de San
Pedro de Putina Punco y del sector Uycusmayo perteneciente al distrito del San Juan del Oro
de la provincia de Sandia presentaron diferentes tipos de hongos nativos. (Anexo A, Figura
28) pero sin embargo solo un total de 5 tipos de hongos fueron identificados, asi como
Trichoderma spp. y Lecanicillium spp. y al hongo patégeno de la roya amarilla del café

Hemileia vastatrix.

a). Crecimiento micelial e identificacién de los hongos aislados del sector Uycusmayo.

-Crecimiento de Trichoderma spp.

El tiempo trascurrido del crecimiento del hongo de Trichoderma spp., hasta el llenado
total de placa Petri, fue de 10 dias, el crecimiento de este hongo inicia con una aparicion de
su micelio algodonoso de color blanquecino de forma circular y en la parte central empieza
a tornarse de un color verde claro, las pustulas tienen una forma de cojin, solitarias y
agregadas dispuestas en anillos concéntricos, al centro un verde palido las colonias son
algodonosas vy la cara envés se observa de un color amarillo claro, microscopicamente

también se muestran los conidiéforo con una forma erecto hialino y ramificado, fialides de
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color transparente, conidios en grupos de forma subglobosas caracteristico de este género

(Figura 9).

Figura 9. Observacion macroscopico y microscépico del desarrollo del hongo
Trichoderma spp, en el laboratorio de Microbiologia de la FCCBB-UNA PUNO, junio

2018.

Nuestros resultados fueron similares a lo que fue descrito por Vargas, (2014), asi
también cabe mencionar que desde el séptimo y octavo dia de desarrollo es decir desde las
168 horas, las colonias del hongo Trichoderma spp., presentaron un aspecto polvoriento esto
debido a la alta concentracion de esporas producidas por este hongo, similar a lo descrito por
Arbito (2017), en su investigacion de “Evaluacion in vitro de la capacidad antagonista de

Trichoderma spp. Frente a Fusarium spp.”.

-Crecimiento de Lecanicillium spp.

El tiempo transcurrido en su crecimiento del hongo Lecanicillium spp. hasta el llenado
completo de la placa Petri fue de 10 dias. Su desarrollo inicia con un micelio de color blanco
de aspecto algodonoso y a medida que van pasando los dias empiezan a tornarse a un color

amarillo palido, asi tambien microscopicamente se observaron los conidi6foros, las fialides
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y los conidios que salen del extremo de las fialides en grupos formando cabezuelas que son

elipsoidales que se muestran en la fotografia del lado izquierdo (Figura 10).

Figura 10. Observacion macroscopico y microscéopico del desarrollo del hongo
Lecanicillium spp, en el laboratorio de Microbiologia de la FCCBB-UNA PUNO, junio

2018.

En su investigacién Acosta, (2006), en donde tambien menciona que el hongo
Lecanicillium lecanii se caracteriza por presentar conidioforos alargados, ramificados,
conidios hialinos y las colonias se desarrrollan a una tempertura de 20°C que presentan un

color blanco a amarillo palido de aspecto algodonoso.

En sus investigaciones los autores Cabrera et al., (2012) en donde tambien indican que
las caracteristicas de este genero Lecanicillium son colonias ramificadas blancas a amarillo
palido, algodonosas, algo incoloras se muestran en el reverso de las placas, con el micelio
mas bien rastrero, asi mismo indican que las hifas son finas, septadas e hialinas y los
conidiéforos son sencillos o verticilados que terminan portando los conidios incoloros o
blancos cuando estan en masas, cilindricas a algo elipsoidales, las que se agrupan en

cabezuelas en forma de globos.

-Crecimiento micelial del hongo Hemileia vastatrix.
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El tiempo de crecimiento de Hemielia vastatrix hasta el Ilenado de toda la placa Petri
fue de 240 horas (10 dias), su desarrollo inicia con un color naranja en la parte central y al
borde con un color blaco algodonoso y con el tiempo comienzan a tornarse de un color
naranja amarillenta con una punta del micelio de color blanco, asi también se muestra las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas del hongo fitopatdgeno Hemilia vastatrix
como se puede ver en la imagen el caracteristico color de las colonias de esta especie es de
color naranja algodonosa con esporas media lisas y con bordes blanquecinas. También
microscopicamente se observan las esporas denominadas urediniosporas en formas redondas
u ovales casi semejantes a un rifién asi mismo presentan estas espinas finas en todas sus

superficies (Figura 11).

Figura 11. Observacion macroscopica y microscopica del desarrollo del hongo
Hemileia vastatrix, en el laboratorio de Microbiologia de la facultad de Ciencias Bioldgicas

De la Universidad Nacional del Altiplano Puno, junio 2018.

Estos resultados se asemejan a la descripcion morfolégica mencionado por Castro et
al, (2009). En donde indica que las esporas en observaciones microscopicas son de un tamafio
de (30um de largo x 20pum de ancho) de forma reniforme, lisas en la cara interna y rugosas

en la externa, denominadas urediniosporas, y son producidas en grandes cantidades, y
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corresponden al polvillo amarillo o naranja que se visualiza en el envés de las hojas de café
y es caracteristico de esta enfermedad. Las telidsporas, cuya ocurrencia es muy baja, son de

forma redondeada de 20-25um.

Podemos indicar que el desarrollo micelial para especies de hongos Trichoderma spp.,
Lecanicillium spp. y el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix del sector Uycusmayo fueron
con una media de desarrollo micelial de 2,8818 y una desviacion estandar de 1,65156,
indicandonos la poca dispersion de datos respecto a la media concordante, dando asi una
descripcion pareja en el desarrollo micelial en las especies estudiadas. EI hongo Trichoderma
spp., presento un buen crecimiento en donde podemos indicar que al décimo dia de
experimento alcanzo un diametro de crecimiento de 5.18 cm con una correlacion de r = 0.96,
y el hongo Lecanicillium spp., también presento un buen desarrollo asi alcanzando en 10 dias
de experimento un didmetro de crecimiento de 4.8 cm con una correlacion de r = 0.99, de la
misma forma el hongo Hemileia vastatrix tuvo un buen crecimiento al 10 dias de experimento
en donde alcanzo un didmetro de crecimiento de 4.4 cm con una correlacion de r = 0.99.

(Figura 12).
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Figura 12. Descripcién del didametro de crecimiento in vitro de cepas de
hongos nativos aislados de hojas de café (Hemileia y Lecanicillium) y de suelo
circundante (Trichoderma) en campos de cultivo de café del sector Uycusmayo.

Laboratorio de Microbiologia en la FCCBB-UNA PUNO, julio 2018.

De acuerdo a nuestros resultados podemos indicar que la temperatura juega un papel
muy importante para un buen crecimiento de estos hongos, los cuales se incubaron a una
temperatura entre 26 °C a 30°C, como se puede ver cada uno de los hongos presentaron un
buen crecimiento, Cortez & Ortiz, (2003) en su investigacion sobre Caracterizacién Cultural
de Cepas de Lecanicillium lecanii obtuvieron los resultados semejantes a lo nuestro en donde
reportan que a 25°C observaron un mayor desarrollo de las cepas de conidios pequefios y
mientras que a 30°C el mayor desarrollo se obtuvo con las cepas del otro grupo que fueron

de conidios intermedios. Asi también indican que todas las cepas de L. lecanii que evaluaron
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requieren de alta humedad relativa (HR) para esporular, en la mayoria de ellas, superior a

90%.

b). Crecimiento micelial e identificacion de los hongos aislados del sector Miraflores

Lanza.

- Crecimiento de Trichoderma spp.

El tiempo trascurrido del crecimiento del hongo de Trichoderma spp., hasta el llenado
total de placa Petri, fue de 10 dias donde presento un buen crecimiento y se pueden observar
las estructuras macroscopicas del género Trichoderma con su coloracion tipico de verde
oscuro y con un micelio blanquecino algodonoso. asi mismo en las obervaciones
microscopicas se puede ver el micelio el cual esta constituido por hifas hialinas, septadas y
presenta una ramificacion abundante asi mismo las clamidosporas se observan en cada
terminacion de hifas con formas globosas, elipsoidal, y las conidias exparcidas, y los
conidioforos con fialides. Al observar estas caracteristicas propias de este género se identifico

como el hongo Trichoderma spp. (Figura 13).

Figura 13. Observacion macroscopica y microscopico del hongo Trichoderma spp,

en el laboratorio de Microbiologia de la FCCBB-UNA PUNO, junio 2018.
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Estas caracteristicas mencionadas son similares a lo descrito por Michel, (2001).en
donde indica que los el genero trichoderma se caracteriza por presentar conidioforo hialino
muy rmificado no verticilado, sus fialides individuales o en grupos y los conidos hialinos de

1 celula, ovoides, nacidos en pequefios racimos terminales.

- Crecimiento de Lecanicillium spp

El tiempo transcurrido en su crecimiento del hongo Lecanicillium spp. hasta el llenado
completo de la placa Petri fue de 10 dias. Su desarrollo inicia con un micelio de color blanco
de aspecto algodonoso y dentro de los 8 a 10 dias el micelio empieza a tornarse a un color
amarillo palido, asi tambien microscopicamente se pueden observar las hifas hialinas y muy
delgadas y sus conidioforos alargados y en la parte final se pueden observar la conidias
exparcidas en agrupaciones que son incoloras con formas elipsoidales. Tales caracteristicas

identifican a este genero Lecanicillium spp. (Figura 14).

Figura 14. Observacion macroscopica y microscopica del desarrollo del hongo
Lecanicillium spp., en el laboratorio de Microbiologia de la FCCBB-UNA PUNO, junio

2018.
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Las caracteristicas observadas son similares a lo que indica Cafiedo & Ames, (2004).
que el hongo Lecanicillium spp. presentan los conidioforos, fialides que miden de 11 a 30u
de Irgo y 1.5 a 21 de diametro y los conidios que salen del extremo de las fialides en grupos

formando cabezuelas que son elipsoidales.

- Crecimiento micelial del hongo Hemileia vastatrix

El tiempo de crecimiento de Hemielia vastatrix hasta el llenado de toda la placa Petri
fue de 240 horas (10 dias), macroscopicamente su desarrollo inicia con un color naranja en
la parte central y al borde con un color blaco algodonoso y con el tiempo comienzan a
tornarse de un color naranja amarillenta con una punta del micelio de color blanco y
microscopicamente se observan las urediniosporas en formas redondas u ovales casi
semejantes a un rifidn asi mismo presentan estas espinas finas en todas sus superficies (Figura

15).

Figura 15. Observacion macroscdpico y microscopico del hongo Hemileia vastatrix,
en el laboratorio de Microbiologia de la facultad de Ciencias Bioldgicas De la Universidad

Nacional del Altiplano Puno, junio 2018.

55

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
Altiplano

Estos resultados se asemejan a la descripcion morfologica hecho por Castro et al,
(2009). En donde indica que las esporas en observaciones microscopicas son de un tamafio
de (30um de largo x 20um de ancho) de forma reniforme, lisas en la cara interna y rugosas
en la externa, denominadas uredinidsporas, y son producidas en grandes cantidades, y
corresponden al polvillo amarillo o naranja que se visualiza en el envés de las hojas de café
y es caracteristico de esta enfermedad, las telidsporas, cuya ocurrencia es muy baja, son de

forma redondeada de 20-25um.

El desarrollo micelial para especies de hongos Trichoderma spp., Lecanicillium spp.,
y el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix de las hojas de café y del suelo circundante a la
planta de café del sector Miraflores lanza fueron con una media de desarrollo micelial de
2,5315 y una desviacion estandar de 1,52593, indicandonos la poca dispersién de datos
respecto a la media, dando asi una descripcion pareja en el desarrollo micelial en las especies
estudiadas. Podemos indicar que el desarrollo de cada uno de los hongos nativos aislados
tanto del suelo como de las hojas de café del sector Miraflores lanza, en donde se puede
observar que el género Trichoderma spp., presenta un buen desarrollo a los 10 dias de
experimento en donde alcanzo un diametro de crecimiento de 5.12 cm con una correlacion
de r = 0.98 seguidamente el hongo Lecanicillium spp., también presento un buen desarrollo
asi al décimo dia de experimento alcanzando un didmetro de crecimiento de 4.66 cm con una
correlacion de r = 99 y finalmente la especie H. vatatrix que también presento un crecimiento
alcanzando asi un didmetro de 4.44 cm con una correlacion de r = 0.99, de todo ello podemos
indicar que el hongo Trichoderma y Lecanicillium spp presentaron un buen desarrollo frente

a Hemileia vastatrix (Figura 16).
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Figura 16. Diametros de crecimiento in vitro de cepas de hongos nativos
aislados de hojas de café (Hemileia y Lecanicillium) y de suelo circundante
(Trichoderma) en campos de cultivo de café del sector Miraflores Lanza,

laboratorio de Microbiologia en la FCCBB-UNA PUNO, julio 2018

Cada uno de los hongos presenté un buen crecimiento los cuales fueron incubados a
una temperatura de 28 °C, pero sin embargo el hongo Trichoderma spp., presento un buen
desarrollo desde el primer dia, asi también podemos indicar que nuestros resultados tiene
semejanza con los resultados obtenidos por Michel, (2001), en donde las especies de T.
harzianum y T. koningii presentaron las mayores tasas de crecimiento con 34.83 y 43,67

mm/dia respectivamente con esporulaciones abundantes cada una de ellas.
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El hongo Trichoderma spp., desde el segundo dia presento un buen desarrollo a
comparacion de otros hongos por lo cual podemos indicar que este género de hongo presenta
un crecimiento acelerado tal resultado es semejante por Hoyos et al., (2008), en donde indica
que las especies de Trichoderma son de crecimiento rapido y en pocas horas pueden cubrir
la superficie de la caja de Petri. Asi mismo Astorga et al., (2014), Indica que el hongo
Trichoderma sp al cabo de 72 horas a una temperatura de 28°C observo un crecimiento activo

que al transcurso de una semana llego a cubrir por completo la placa Petri.

De igual manera Chévez (2006), reporto que las colonias del hongo Trichoderma sp,
presentaron un crecimiento rapido solo en lapso de cinco a seis dias a una temperatura a 25°C
y menciona que el hongo Trichoderma sp., presento una coloracion amarilla — verdoso con

un revés amarillo.

Asi también Montalva, (2008) reporto que el hongo Lecanicillium lecanii en cultivos
in vitro con PDA a los 33 dias de incubacion, todas las colonias evaluadas alcanzaron el
borde de la placa Petri con un 90 mm de didmetro de crecimiento lo cual indica que el

crecimiento de esta especie es lento a comparacion de otros hongos.
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4.2  Evaluacion de la capacidad antagonica de los hongos Trichoderma spp. Y
Lecanicillium spp sobre el hongo de la roya amarilla Hemileia vastatrix en cultivos in
vitro.

1. Evaluacion de la competencia por nutrientes y espacio.

1.1. Didmetro de crecimiento de los antagonistas del género Trichoderma spp., y
Lecanicillium spp., frente a Hemileia vastatrix (DCA) pertenecientes al sector

Miraflores Lanza

Se llegd a evaluar los tratamientos T1 y T2 los diametro de crecimiento de los hongos
antagonistas del género Trichoderma spp., y lecanicillium spp frente a Hemileia vastatrix en
cultivos duales en donde se muestra la confrontacion por espacio y nutrientes de un color
verde amarillo y el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix que presenta un color anaranjado,
incluso se pude observar alli un margen de detencién y competencia de un hongo contra el
otro lo cual vendria a ser la prueba de que existe antagonismo entre ambas especies, (Figura

17).

Figura 17. Enfrentamiento dual de los hongos antagonistas Trichoderma spp. y

Lecanicillium spp., frente al hongo patégeno Hemielia vastatrix. en el laboratorio de
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Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgica de la Universidad Nacional del

Altiplano Puno, junio 2018.

Podemos observar claramente que los hongos Trichoderma spp. y Lecanicillium spp.,
de la provincia de Sandia son muy buenos antagonistas frente a los hongos fitopatdgenos
Hemileia vastatrix presentando un diametro de crecimiento maximo en las dos repeticiones
significativo de 5.8 cm y 4.85 cm asi mismo el otro hongo presento un diametro de
crecimiento significativo de 5.2 cm y con una correlacion de r = 0.93 lo cual indica que este
género de hongo actud de una forma positiva frente al hongo fitopatégeno H. vastatrix

(Figura 18).

Tabla 5. Media de desarrollo para el antagonismo de Trichoderma spp y
Lecanicillium spp sobre el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix de sector

Miraflores Lanza

Especies en el sector Miraflores Media de desarrollo micelial
Lanza
Trichoderma spp 2,9679
Lecanicillium spp 2,3127
Hemileia vastatrix 2,2476

Fc = 4.029, gl = 2, Sig. 0.020

Segun nuestros andlisis estadisticos podemos indicar que F = 4.029 con P=0.020 < a
0.05, nos sefala que hay suficiente evidencia para afirmar diferencias entre las medias de
desarrollo para la actividad antagonica de Trichoderma spp y Lecanicillium spp sobre el

hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix en el sector Miraflores Lanza.
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Figura 18. Actividad antagonica in vitro de los hongos Trichoderma spp. y
Lecanicillium spp., frente al hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix, laboratorio de

Microbiologia de la FCCBB-UNA PUNO, julio 2018.

Los resultados obtenidos en esta evaluacién del género Trichoderma spp son similares
a los obtenidos por Vargas, (2014) quien obtuvo un radio de crecimiento de 4. 15 cm en el
hongo Trichoderma koningiopsis frente al hongo Fusarium oxysporum. Por otro lado, otros
autores indican al respecto, (Michel, 2001) indica que entre menor sean los dias al contacto,
es mayor la agresividad que existe por parte del hongo antagdnico y menor la resistencia del
fitopatdgeno, (Hernandez, 2005) reporta contacto desde el segundo dia después de la siembra,
entre Trichoderma spp. y S. rolfsii; Por su parte Michel, (2001), encontré valores al primer

contacto entre cepas nativas de Trichoderma spp. y F. oxysporum de 3 a 6 dias y con F.
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subglutinans de 3 a 10; mientras que Solano (2004) de 3 a 4 dias con F. oxysporum y de 2 a

3 con F. subglutinans.

De la misma forma Vélez & Rosillo, (1995) indica que V. lecanii es capaz de penetrar
las urenidosporas de la roya del frijol en se observa que la hifa entra a través de los poros
germinales de las uredinosporas o forma estructuras similares a apresorios que le permite
penetrar la pared celular, ademas indica que se han detectado niveles de actividad enzimética
de lipasas, proteasas, [3-1,3-glucanasas y quitinanasas en cultivos de esta especie filtrados.
Mencionan que dichas enzimas facilitan la degradacion de la pared celular de las
urediniosporas, la cual estd compuesta principalmente por B- glucanos y quitina. Es este el
mecanismo de accion para lograr la reduccion de la infeccion por roya en condiciones de

invernadero y campo.

1.2. Didmetro de crecimiento de los antagonistas Trichoderma spp. y Lecanicillium spp.

Frente a Hemileia vastatrix (DCA) pertenecientes al sector Uycusmayo

Se llegd a evaluar la prueba de antagonismo de los tratamientos T3y T4 de los hongos
Trichoderma spp y Lecanicillium sp frente a H. vastatrix en donde al séptimo dia ya se
observo la confrontacion con el hongo fitopatdgeno asi llegando al décimo dia con la invasion
en donde en el reverso de la placa se puede observar un margen de detencidén y competencia
de un hongo contra el otro lo cual vendria a ser la prueba de que existe antagonismo entre
ambas especies y la coloracion negruzca lo cual se debe a la liberacion de enzimas de estas

especies. (Figura 19).
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Figura 19. Enfrentamiento dual de los hongos antagonistas Trichoderma spp., y
Lecanicillium spp., frente al hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix. Pruebas realizadas en

el laboratorio de Microbiologia de la FCCBB-UNA PUNO, julio 2018.

De acuerdo a nuestros resultados de antagonismo podemos indicar que el hongo
Trichoderma resulto ser un hongo con capacidad antagonica, y Segun Rolz et al, (2013), en
su estudio también encontraron un posible antagonismo de cepas de Trichoderma sobre
Hemileia vastatrix como resultado de una invasion del micelio de Trichoderma sobre el
patdgeno en la lesion de la hoja. Asi también indican que el ataque de Trichoderma sobre H.

vastatrix en las hojas de un arbol en el cafetal puede ser diferente al parasitismo clasico.

Asi mismo en la confrontacion del hongo Lecanicillium frente al hongo Hemileia
vastatrix en cultivos duales donde se observo la presencia una coloracién café negruzco y
naranja palido lo cual indica que esa coloracion se debe a la accion de enzimas producidas
por este hongo, Askary et al., (1997) sefiala que cuando una vez que las esporas de
Lecanicillium entra en contacto con el patdogeno se da una liberacion de enzimas, como la 3-
1,3-glucanasa, quitinasa, amilasas y proteasas, las cuales causan alteraciones en las paredes

celulares del hospedero, asi permitiendo que las hifas de penetracion de L. lecanii ingresan y
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el indica que posteriormente se observa una desorganizacion del citoplasma en las células
del patdgeno, esto debido a la perdida de turgencia de las células y contorcién de la pared
celular y por lo ultimo las células atacadas colapsan, asi reduciendo su protoplasma debido a
la extensa multiplicacion del antagonista y al estar totalmente rodeado por este hongo y luego

se da la liberacion de las esporas de Lecanicillium de las células muertas del hospedero.

Tabla 6. Media de desarrollo para el antagonismo de Trichoderma spp y

Lecanicillium spp sobre el hongo fitopatogeno Hemileia vastatrix de sector

Uycusmayo
Especies en el sector Media de desarrollo micelial
Uycusmayo
Trichoderma spp 3,1955
Lecanicillium spp 2,2955
Hemileia vastatrix 2,1652

Fc=7.672, gl = 2, Sig. 0.001
Segun nuestros analisis estadisticos podemos indicar que F = 7.672 con P=0.001 < a
0.05, nos sefiala que hay suficiente evidencia para afirmar diferencias entre las medias de
desarrollo para el antagonismo de Trichoderma spp y Lecanicillium spp sobre el hongo

fitopatégeno Hemileia vastatrix en el sector Uycusmayo.

Al observar claramente que los hongos Trichoderma spp y Lecanicillium spp.,
tuvieron un buen crecimiento de antagonismo frente a hongo fitopatégeno Hemileia vastatrix
en las 2 repeticiones que se realizaron teniendo asi un diametro mayor de crecimiento de 5.4

cmy 4.9 cm al décimo dia (Figura 20).
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Figura 20. Actividad antagonica in vitro de los hongos Trichoderma spp., y
Lecanicillium spp. Frente al hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix, Laboratorio de

Microbiologia de la FCCBB-UNA PUNO, julio 2018.

De nuestros resultados podemos indicar que asemejan a los resultados obtenidos por
Jiménez et al., (2015) en donde reportan que en su investigacion sobre Evaluacion in vitro
de la capacidad parasitica de dos cepas de Lecanicillium lecanii Sobre Hemileia vastatrix
observaron que las dos cepas de Lecanicillium lecanii que evaluaron inhibieron la
germinacion del hongo Hemileia vastatrix asi mismo indican que los hongos L. lecanii

presentaron diferentes capacidades inhibitorias segun su origen geografico.

Asi mismo segun Hoyos et al., (2008) también confirma que los hongos del género

Trichoderma presentan una capacidad antagoénica, en donde los resultados que obtuvo segun
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sus andlisis de Box and Wister plots, de los aislamientos de T. asperellum T51y T. harzianum
T53 resultaron tener antagonismo in vitro sobre los cinco de los seis aislamientos de
fitopatdgenos evaluados que realizo y estos aislamientos antagénicos que obtuvo segln
menciona que pertenecian a especies diferentes y asi mismo procedian de habitats muy
diferentes del que fueron tomados los hongos fitopatdgenos. También afirma que la mayoria
de hongos con actividad antagOnica especifica sobre los diferentes fitopatdgenos
correspondieron a los aislamientos de T. asperellum, especie que constituyo el 49% de
aislamientos probados, asi como también T. harzianum, que constituyo el 31,5%.

Este resultado obtenido en cuanto al desarrollo del hongo Trichoderma spp es
semejante a lo que obtuvo Arbito, (2017) en donde el observo que el hongo Trichoderma
presento un crecimiento rapido y al quinto y sexto dia ya observo la confrontacion con
Fusarium y al décimo dia observo que el hongo Trichoderma ya se sobreponia sobre el hongo
Fusarium mostrando una coloracion tomate negruzca por accién de los metabolitos de

Trichoderma.

Ademas, otros autores mencionan que en estudios in vitro realizados en Lecanicillium
indican que este hongo produce en grandes cantidades de proteasas y quitinasas en medios
de cultivo liquido y asi mismo que la digestion del integumento sigue una secuencia de las

enzimas lipasa-proteasa y quitinasa (Tanada & Kaya, 1993).
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4.2.1. Micoparasitismo de Trichoderma spp. y Lecanicillium spp. Pertenecientes a los

dos sectores Miraflores Lanza y Uycusmayo.

Para dar a conocer el micoparasitismo (MICMO) con un posible mecanismo de accion
de los géeneros de Trichoderma spp y Lecanicillium spp. se realizaron las observaciones
macroscopicas en las placas Petri de los enfrentamientos duales el cual indica que hubo una
invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno y se observo esporulacion
sobre ella, donde se puede observar claramente la invasion de los hongos antagonicos

Trichoderma y Lecanicillium frente al hongo patdgeno Hemileia vastatrix (Figura 21).

Figura 21. Micoparasitismo de los hongos antagonistas sobre el hongo patégeno A.
Trichoderma spp frente a Hemileia vastatrix, B. Trichoderma spp frente a Hemileia
vastatrix y C. hongos Lecanicillium spp frente a Hemileia vastatrix. Laboratorio de

Microbiologia FCCBB- UNA PUNO, julio 2018.
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Podemos indicar, tomandose como indice el micoparasitismo en donde se observo la
invasion de los antagonistas sobre las superficies del micelio del patégeno, teniendo en
cuenta la escala de la (Tabla 1) creada por Elias y Arcos (1984) citado por Ezziyyani, asi
también la escala de micoprasitismo segin Royse y Ries (1978). Es asi como fue que se
evalué la capacidad antagonica de Trichoderma spp y Lecanicillium spp sobre el hongo
patégeno Hemileia vastatrix aislados de los dos sectores pertenecientes a la provincia de
Sandia, donde el promedio de grado fue de 4 y el tiempo de cobertura promedio fue de 6 a

10 dias. (Tabla 6)

Tabla 7. Tiempo de cobertura de los antagonistas sobre el patégeno Hemileia

vastatrix y el grado de micoparasitismo segun Elias y Arcos, (1984) citado por Ezziyyani,

(2004).
TIEMPO DE
ANTAGONISTA/ GRADO DE
COBERTURA/
PATOGENO MICOPARASITISMO
DIAS
Trichoderma spp /
Hemileia vastatrix 4 6 a 8 dias
(Uycusmayo)
Lecanicillium spp /
Hemileia vastatrix 4 8 a 10 dias
(Uycusmayo)
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Trichoderma spp /
Hemileia vastatrix (Miraflores 4 5a8dias
L)
Lecanicillium spp /
Hemileia vastatrix (Miraflores 4 7 a9dias

L.)

Semejante resultado de micoparasitismo se tiene para el hongo Trichoderma spp., en
donde Vargas (2014), reporto que los hongos Trichoderma harzianum y Trichoderma
koningiopsis sobre hongos fitopatdgenos que investigo, en donde observo que los hongos
antagonistas presentaron un grado de 4 de micoparasitismo en un tiempo de cobertura

promedio que fue de 4 a 6 dias que evalud.

Se muestra el grado de micoparasitismo de los hongos Trichoderma spp.y
Lecanicillium spp., sobre el hongo fitopatogeno Hemileia vastatrix en donde los patdgenos
presentaron una actividad antagonico de micoparasitismo de grado 4 segun el tiempo de

cobertura (Figura 22).

69

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
Altiplano

Grado

35 |
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0.5
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Trichoderma sppy Trichoderma sppy Lecanicillium sppy Lecanicillium sppy
Hemileia v. de Uy Hemileia v. de ML. Hemileia v. de Uy. Hemileia v. de ML.

Figura 22. Grado de micoparasitismo (MICMO) correspondiente de la interaccion

del patdgeno frente a los antagonistas, al 10 dia después de la siembra.

Las investigaciones de algunos cultivos apareados entre Trichoderma spp., y otros

fitopatdgenos muestran diferencias en los grados de antagonismo (Vargas, 2014).

En el presente estudio, los resultados en los cultivos apareados indicarian que hifas de
Trichoderma spp y Lecanicillium spp., hicieron contacto a diferentes tiempos con las hifas
de Hemilieia vastatrix, entre mayor fueron los dias al contacto, también se observd mayor
agresividad por parte del hongo antagénico y menor resistencia del hongo fitopatogeno.
Segun Chet, (1994) citado por Vargas (2014), menciona que el micoparasitismo puede ser
un proceso complejo que involucran eventos secuenciales como el crecimiento
quimiotrépico, en el cual dirigen su crecimiento hacia un estimulo quimico lo cual hay
sucedido en el hongo Trichoderma el cual haya detectado a su hospedante desde una

determinada distancia y al parecer podrian crecer de acuerdo a una gradiente quimica, el
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reconocimiento de los antagonistas pudo haber sido fisico, como el tigmotropismo o

quimico como el quimiotropismo.

Rolz et al., (2013) también en su investigacion obtuvieron resultados parecidos a lo
nuestro en donde observaron que el hongo T. hamatum presento un crecimiento claramente
masivo, con una invasion de tejido miceliar en la zona infectada de la hoja y una esporulacion
directamente sobre el hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix. Y por el contrario las cepas de
T. harzianum mostro poco crecimiento micelial en la zona infectada pero si presento una
esporulacion sobre H. vastatrix. En donde concluyen que de sus observaciones efectuadas el
mecanismo de antagonismo podria ser diferente entre Trichoderma hamatum y Trichoderma

harzianum.

Segun la escala de grado de micoparasitismo de tabla 2 podemos indicar que los
hongos Trichoderma spp y Lecanicillium spp presentaron un grado de 2 y 3 asi mostrando
un porcentaje de antagonismo de 75 y 50% de acuerdo a la escala presentada por Royse y

Ries (1978) lo cual indica ser buenos antagonistas frente al hongo H. vastarix.

En nuestra investigacion se probaron los hongos Trichoderma spp y Lecanicillium spp
mediante los ensayos in vitro en donde se observd que presentaron el grado de
micoparasitismo no muy variables en ambos sectores (figura 22), el cual se califico con las
dos escalas disefiadas por los dos autores, para tal efecto en los cuales se observé que el
didmetro de crecimiento del fitopatdgeno no afecta la actividad micoparasitica de los hongos
Trichoderma spp. y Lecanicillium spp., es decir, una invasion temprana del medio de
crecimiento por parte del fitopatdgeno no impide o compite por crecimiento con los hongos
antagonistas, por el contrario, este crecimiento temprano del hongo fitopatdgeno puede ser
rapidamente colonizado y parasitado por los hongos Trichoderma spp. y Lecanicillium spp.
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ya gue el hongo antagénico Trichoderma tiene un crecimiento rapido tal como lo menciona
Hoyos & Duque, (2008), asi mismo indican que si un aislamiento sea de crecimiento lento
no lo excluye de que sea un buen antagonista ya que segiin Cundom et al. (2002), indica que
dicha caracteristica de los hongos o la tasa de crecimiento, no es obstaculo para que en tales

hongos puedan encontrarse aislamientos de buen potencial antagonico.

Por tanto, las pruebas en laboratorio para determinar la capacidad antagénica de un
microorganismo con respecto a otro no representan necesariamente el grado de antagonismo
y de control bioldgico en condiciones naturales, pero reflejan la capacidad y la variabilidad
genética del antagonista y la del fitopatdgeno de invadir o crecer en una caja de Petri 0 en

condiciones intralaboratoriales.

Es de anotar que dichas pruebas y la escala planteada permiten basicamente
cuantificar competencia por nutrientes en el medio controlado, mas no cuantificar como tal
el micoparasitismo o antagonismo; porque en tal caso se podria afirmar que si un aislamiento
fitopatogénico tiene una tasa de crecimiento mas rapida que el aislamiento del hongo
antagénico, entonces éste seria antagonista evaluado como grado 3, 4 y 5 en la escala de

(Royse & Ries, 1978).
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V. CONCLUSIONES

- De las hojas de café y de los suelos circundantes a la planta de café de los sectores de
Miraflores Lanza perteneciente al distrito de San Pedro de Putina Punco y del sector
Uycusmayo perteneciente al distrito de San Juan Del Oro de la Provincia de Sandia
region Puno, se lograron aislar e identificar a los hongos Trichoderma spp, y
Lecanicillium spp. con capacidades antagénicos y al hongo fitopatégeno Hemileia

vastatrix.

- Los hongos Trichoderma spp. y Lecaniciliium spp. aislados de los dos sectores de la
Provincia de Sandia si presentaron una actividad antagonica en cultivos in vitro frente
al hogo fitopatdgeno Hemileia vastatrix en donde se Ilego a observar una competencia
por espacio y nutriente asi presentando los hongos antagonicos un didmetro de
crecimiento entre 5.8 cm y 4.9 cm asi existiendo diferencia significativa entre los
hongos antagonistas y el patogeno, también presentaron el grado 4 de
micoparasitismo segun el tiempo de cobertura y alcanzaron en un 75% en el
cubrimiento del micelio al fitopatdgeno asi mostrando una buena actividad

antagonica.
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VI. RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar las observaciones microscopicas con el microscopio
electronico de barrido todos los enfrentamientos duales entre el hongo patogeno y
el hongo antagonista para ver la interaccion entre ambos hongos.

- Serecomienda determinar las condiciones del ambiente ya sea la temperatura, el pH
del suelo, la humedad relativa entre otros, de cada lugar.

- Al tener los resultados favorables en las pruebas in vitro se recomienda realizar las
pruebas de control biolégico empleando los hongos Trichoderma spp. Yy
Lecanicillium spp., como controladores del hongo de la roya amarilla del café

(Hemileia vastatrix) en “in situ” ya sean a nivel invernadero o en plantas jovenes.
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ANEXOS

ANEXO A

Figura 23. Terrenos de Cafetales A) cafetal del sector Miraflores Lanza del Distrito
de San Pedro de Putina Punco B) cafetal del sector Uycusmayo del Distrito San Juan del

Oro. Sandia, abril 2018.

Figura 24. Procedimiento para el aislamiento del hongo Trichoderma spp., Puno,

abril 2018.
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Figura 25. Procedimiento para el aislamiento del hongo Lecanicillium spp., Puno,

abril 2018.

Figura 26. Aislamiento del hongo patdégeno Hemileia vastratix. Puno, mayo

2018.

Figura 27. Identificacion de los hongos desarrollados, observacion microscépica en
el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Nacional del Altiplano Puno, en junio 2018.

Nombre del hongo Identificacién Microscépica

Penicillium spp
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Fusarium spp

Trichoderma spp.

Lecanicillium spp.

Hemileia vastatrix (Berk y Br.)

Figura 28. Variedad de hongos identificados que fueron aislados de las muestras de
los dos sectores de la provincia de Sandia. En la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional del Altiplano, Puno en abril a Julio del afio 2018.
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Figura 29. Hojas de café infectados con hongos A) hojas de café infestados con el
hongo Lecanicillium spp los cuales fueron seleccionados para realizar las tomas de
muestras, B) hojas de café infectados con los hongos de la roya amarilla Hemileia vastatrix
los cuales también fueron seleccionados para aislar estos hongos para nuestro experimento.
En la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno

abril 2018.
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CONSTANCIA N°; N°011.

LA QUE SUSCRIBE: COORDINADORA DEL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA Y
LABORATORIO CLINICO:

Hace constar que el sefiorita Fanny SUCATICONA VILCA ha realizado su trabajo de investigacion
denominado “ ACTIVIDAD ANTAGONICA IN VITRO DE LOS HONGOS Trichoderma spp y
Lecanicillum spp. Frente a la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix ) en condiciones de Laboratorio «
realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas ,segin solicitud y
autorizacion de fecha QQ‘Q‘MZO/? de acuerdo al informe del sefior Técnico de laboratorio
Leonidas Teves Alejo (bajo su responsabilidad) . Se emite la presente, para fines de tramite documentario

solicitado por la Coordinacion de investigacion de la FCCBB.

C.U Diciembre del 2018.
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