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RESUMEN: La Roya amarilla, causada por el hongo Hemileia vastatrix Berk. & Br., es una de las principales
enfermedades que limita la produccion comercial y reduce significativamente los rendimientos del cafeto
(Coffea arabica L.); los fungicidas son cominmente empleados para controlarla, pero la utilizacién de microorganismos
endoéfitos como el hongo Trichoderma es una alternativa prometedora. Por ello, la capacidad de biocontrol de cinco cepas
de Trichoderma sp. endofito (TE1, TE2, TE3, TE4, TES) en la roya amarilla y su efecto en el crecimiento de plantulas de
café fue determinada a nivel de vivero. Las suspensiones de conidias (1x107 ufc mL") de las cepas fueron rociadas al suelo
y follaje. Se evalud la altura de planta (AP); el diametro de tallo (DT); la longitud de raiz principal (LRP); el numero de
hojas (NH); la incidencia y severidad de la enfermedad y el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC). El
tratamiento TE-1 fue el mas eficiente en reducir la incidencia (35,8 %) y la severidad (8,95 %) de la enfermedad, también
mejord los parametros de crecimiento de las plantas en AP (12,70 cm), DT (2,5 mm), NH (7,6 unidades), LRP (11,38 cm),
asi como el AUDPC (56,625 unidades), en comparacion con el testigo con valores de 96,67 %, 39,50 %, 10,02 cm,
1,96 mm, 5,06 cm, 4 unidades y 365,00 unidades en las variables evaluadas, respectivamente. Esta cepa podria ser
utilizada para mejorar el desarrollo de las plantas y proteger contra la roya amarilla del cafeto.

Palabras clave: control bioldgico, café, hongos, antagonismo, pucciniales.

ABSTRACT: Yellow rust, caused by the fungus Hemileia vastatrix Berk. & Br., is one of the main diseases that limits
commercial production and significantly reduces yields of coffee (Coffea arabica L.); fungicides are commonly used to
control it, but the use of endophytic microorganisms such as the fungus Trichoderma is a promising alternative. Therefore,
the biocontrol capacity of five endophytic Trichoderma sp. strains (TE1, TE2, TE3, TE4, TES) on yellow rust and their
effect on coffee seedling growth was determined at the nursery level. Conidial suspensions (1x107 cfu mL™") of strains
were sprayed on soil and foliage. Plant height (PH); stem diameter (SD); length of main root (LMR); number of leaves
(NL); disease incidence and severity; and area under the disease progress curve (AUDPC) were evaluated. The
TE-1 treatment was the most efficient in reducing disease incidence (35.8 %) and severity (8.95 %). It also improved plant
growth parameters in PH (12.70 cm), SD (2.5 mm), NL (7.6 units), LMR (11.38 cm), as well as AUDPC (56.625 units),
compared to the control with values of 96.67, 39.50 %, 10.02 cm, 1.96 mm, 5.06 cm, 4 units and 365.00 units in the
evaluated variables, respectively. This strain could be used to improve plant development and protect against coffee
yellow rust.
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INTRODUCCION

El café (Coffea arabica L.) es el principal producto agricola
de exportacion del Peru, con gran importancia econémica y
social que genera fuentes de ingresos para los productores
del distrito de San Juan del Oro, provincia de Sandia y
Regién Puno, con condiciones climaticas que favorecen la
produccion organica cafetalera. El 2014 fue el afio mas
critico para la produccién nacional, debido a que a finales
del 2012 la enfermedad de la “roya amarilla” afecté las hojas
del cafeto causando defoliaciones severas y sumado a la
falta de renovacion de los antiguos cafetales, trajo como
consecuencia el declive de la produccion nacional con una
produccién de 209 182 toneladas (1). A nivel mundial, esta
enfermedad es el principal problema patolégico en el cultivo
del café, puede causar pérdidas de rendimiento de hasta
el 35 % y tener un impacto epidemioldgico policiclico en
los afios posteriores (2). Se han planteado dos enfoques
para evitar las pérdidas ocasionadas por la enfermedad,
la primera consiste en el uso de fungicidas, que es una
alternativa muy costosa y potencialmente perjudicial para el
ambiente y, la segunda, a través del desarrollo de variedades
mejoradas que requiere del conocimiento de las fuentes
de resistencia y de la diversidad del patégeno (3); sin
embargo, puede que la solucién se haya estado gestando
por siglos de forma natural, a partir de las interacciones
entre organismos, tal es el caso de los hongos endofitos que
viven dentro de los tejidos de las plantas vivas sin causar
sintomas de enfermedad, brindando beneficios ecoldgicos a
su hospedante y diversos mecanismos antagénicos contra
plagas, convirtiéndose en una alternativa para el control
biologico de enfermedades (4,5).

Asimismo, estos hongos enddfitos antagdnicos influyen
en el crecimiento de la planta, generando resistencia a
estrés biodtico y abidtico, reflejando en la planta vigor
y con proteccion potencial frente al ataque de los
patégenos; siendo el género Trichoderma uno de los
enddfitos ampliamente estudiado en el control bioldgico
(6-8). Estos hongos producen metabolitos secundarios y
algunos compuestos antifungicos y antibacterianos que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos, incluyendo
patégenos de planta, en vista de que producen y liberan
enzimas liticas que pueden hidrolizar una amplia variedad de
compuestos polimeros de la pared celular del patbgeno como
la quitina, proteina, celulosa y hemicelulosa (5,9). Ademas,
el uso de Trichoderma en el control de enfermedades de las
plantas aumenta la produccién de los cultivos en beneficio de
la agricultura sostenible (10).

Esta situacion condujo a la realizacion del presente trabajo
de investigacion, con el objetivo de determinar la capacidad
de biocontrol de cepas de Trichoderma enddfito, hacia la roya
amarilla (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) y su efecto en el
crecimiento de posturas de café (Coffea arabica L.).

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion
El experimento se realiz6 en el laboratorio de fitopatologia
de la Universidad Nacional del Altiplano Puno (UNAP) y enun
vivero ubicado en el distrito de San Juan del Oro, provincia de
Sandia, Regién Puno- Peru a una altitud de 1,298 m, 14° 14’
03" Sy 69°9'29" W.

Produccion de posturas de café (Coffea arabicalL.)

Previamente se realizé la germinacion de semillas de café,
variedad caturra, en camas de almacigo con arena fina
solarizada, a los 80 dias se realizé el trasplante en bolsas
de polietileno de 2 L, con sustrato solarizado (suelo agricola
y ceniza), se realizo el riego a capacidad de campo durante
cuatro meses.
Procedencia y multiplicacion de
de Trichoderma

cepas

Cinco cepas de hongos endofito del género Trichoderma
sp. fueron proporcionadas por el laboratorio de Fitopatologia
de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno, estas fueron
aisladas de hojas (cepas TE1 y TE2) y tallos (cepas TES3,
TE4 y TE5) de plantas de café var. Catimor del distrito de San
Juan del Oro en medio Papa dextrosa Agar y conservadas en
solucién glicerina al 20 % a -5 °C. Para la multiplicacion se
reactivaron las cepas en placas Petri con medio PDA, media
placa con el hongo fue depositada a bolsas polipropileno con
sustrato solido, esterilizado a base de cebada precocida, se
incubaron a 25 °C y se removieron por 15 dias hasta su
secado, estas fueron cosechadas y conservadas en bolsas
selladas de polipropileno a 5°C (11,12).

Aplicacién de Trichoderma

Previamente se realizé el conteo de esporas del sustrato
cebada mediante diluciones seriadas, luego se obtuvo
una suspension de esporas de 1x107 ufc mL-1 en agua
destilada estéril. Se realizaron tres aplicaciones al sustrato
y una dirigida al follaje en posturas de café. La primera
aplicacion fue al momento del trasplante de las plantulas,
luego la segunda y tercera aplicacion cada treinta dias
rociadas al sustrato con 200 mL de la suspensién (8). A
los 30 dias después de la tercera aplicacion, se evaluaron
los parametros de crecimiento en plantas con tres meses de
edad después del trasplante, posteriormente se realizé una
cuarta aplicacion por aspersion via foliar.

Inoculacion de Hemileia vastatrix Berk. & Br.

Para el inoculo, se colectaron hojas con presencia de
pustulas de roya amarilla, de campos de cultivo de café
variedad Caturra, se obtuvo trozos de hojas (0,5 cm?)
con signos de la enfermedad, estos fueron sumergidos en
agua destilada estéril con tween 80 para desprender las
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uredosporas del tejido y se estandarizd a una concentracion
de 2x10* uredosporas mL"" (13,14). La inoculacion se realizé
por aspersion dirigida al follaje de posturas de café de 94 dias
de edad, después del trasplante (ddt). Luego de 24 horas
se aplicaron las cepas de Trichoderma sp. enddfito a una
concentracién de 1x107 ufc mL-".

Evaluaciones de parametros

Alos tres meses de edad después del repique se evaluaron
cinco plantas por cada tratamiento; para la altura de planta
(cm) se tomoé medidas desde el cuello de la planta hasta el
apice del tallo; para el diametro de tallo (mm) a la altura de
3 cm del suelo; para la longitud de la raiz principal (cm) desde
el cuello de la planta hasta la cofia de la raiz principal y para
el numero de hojas (unidad) se realizo el conteo del total de
hojas por cada planta.

Después de 23 dias de la inoculacion del patdgeno,
se realizaron cinco evaluaciones cada cinco dias. Para la
incidencia, se evalué el numero de hojas con presencia de la
enfermedad y el nimero de hojas observadas por postura de
cafeto. Para la severidad, se evaluaron dos hojas por planta
con ayuda de una escala (15), con estas evaluaciones se
determin6 el AUDPC (area bajo la curva del progreso de
la enfermedad).

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de las cepas de Trichoderma sp
endofito sobre el crecimiento de posturas de café y la
capacidad de biocontrol hacia la roya amarilla (Hemileia
vastatrix Berk. & Br.), se empled un Disefio Completamente
al Azar, con cinco cepas de Trichoderma y dos testigos
(enfermo y sano) haciendo un total de siete tratamientos
con cinco repeticiones, los datos expresados en porcentaje
fueron transformados a log, con cuya transformacion se
confirié la normalidad y la homogeneidad de varianzas, luego
se realizé el analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
contraste de Duncan, con un nivel de confianza del 95 % y un
margen de error del 5 %, con el uso de un software estadistico
InfoStat, version 2008.

RESULTADOS

Efecto de cepas nativas de Trichoderma sp.
endoéfito en el crecimiento de posturas de café
(Coffea arabica L.)

A las nueve semanas después del trasplante de las
posturas de café, aumentaron significativamente la altura
de la planta y la raiz principal, en presencia de todas las
cepas de Trichoderma enddfito, en comparacion con el
testigo (sin aplicacion de Trichoderma). No obstante, en el
diametro de tallo, el tratamiento TE3 no mostré diferencia
significativa, en relacion con el testigo sin aplicacién, asi
como en los tratamientos TE4 y TES en nimero de hojas. Es
necesario recalcar que en estos tratamientos se emplearon
cepas provenientes de tallos de café. Sin embargo, los
tratamientos TE1 y TE2 son cepas de hojas de café
que aumentaron significativamente la altura de planta, raiz
principal y numero de hojas. Mientras tanto, en el diametro
de tallo, el tratamiento TE1 fue el de mejor efecto, seguido de
TES5, TE2 y TE4 sin diferencia significativa, con respecto al
testigo (Tabla 1). El tratamiento aplicado con la cepa TE1 fue
el que presentd un mayor incremento en altura de la planta,
el diametro de tallo, la raiz principal y en el nimero de hojas
con 21,10 %, 21,60 %, 55,54 % y 47,34 %, respectivamente,
en comparacion con el testigo.

Capacidad de biocontrol de Trichoderma sp. hacia
la roya amarilla (Hemileia vastatrix Berk. & Br.)

En las cinco evaluaciones de incidencia de la roya
amarilla en posturas de café, a nivel de vivero existieron
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05). A
los 117 dias después del trasplante (ddt) se observaron los
sintomas de la enfermedad, como las manchas clordticas
en el haz de las hojas sin presencia de pustulas. En esta
primera evaluacion el testigo enfermo presenté una alta
incidencia, seguido de los tratamientos con aplicaciones
de Trichoderma TE3, TE4 y TE5; sin embargo, en los
tratamientos TE1 y TE2 presentaron baja incidencia.

Tabla 1. Crecimiento de posturas de café (Coffea arabica L.) tratadas con cepas de Trichoderma sp. enddfito, bajo condiciones de

vivero en el distrito de San Juan del Oro.

Tratamientos (Cepas) Altura de planta (cm)

Diametro de tallo (mm)

Raiz principal (cm) Hoja (unidad)

TE1 12,70 a
TE2 12,10 ab
TE3 10,94 ¢
TE4 11,42 bc
TE5 11,64 b
Testigo 10,02d
Ccv 5,35 %

R2 0,710

2,50 a 11,38 a 7,60 a
2,27b 9,50 b 7,20 ab
2,12 bc 6,58 ¢ 4,80 bc
2,16 b 6,48d 5,20 cd
225b 8,10d 6,00 cd
1,96 ¢ 5,06 e 4,00d
6,028 % 8,23 % 10,64 %
0,651 0,929 0,652

Seglin la prueba de Duncan, las medias con letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. Testigo: sin aplicacion de Trichoderma
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En la segunda, tercera y cuarta evaluacién de incidencia, los
tratamientos TE3, TE4 y TE5 no presentaron diferencias
significativas con el testigo enfermo; no obstante, en la
quinta evaluacion los tratamientos TE4 y TE5S si mostraron
diferencias significativas con el testigo enfermo. Por lo tanto,
para todas las evaluaciones el TE1 y TE2 resultaron ser los
mejores biocontroladores por presentar menor porcentaje de
incidencia a diferencia de los tratamientos TE3, TE4, TE5 que
no fueron eficientes en reducir la enfermedad (Tabla 2).
Con respecto a la severidad (%), en las cinco evaluaciones
todos los tratamientos que recibieron aplicaciones de
Trichoderma sp. redujeron la enfermedad significativamente
con respecto al testigo enfermo (T-enf) que fue el mas
afectado. Las posturas de café tratadas con los tratamientos
TE1 y T2 fueron los menos afectados por la enfermedad
con valores menores de severidad de 10,30 % hasta la
5ta evaluacioén (Tabla 3). De igual modo, estos tratamientos
fueron los que presentaron valores menores de AUDPC de
56,63 y 63,38, respectivamente, con respecto a los demas
tratamientos y testigo enfermo con 365 unidades (Figura 1).

DISCUSION

En la investigacion se tuvo un efecto positivo en el
crecimiento de las posturas de café (Coffea arabica L.) a
nivel de vivero con la aplicacion de cepas enddfitas de
Trichoderma sp. procedentes de hojas y tallos de plantas
de cafeto. Resultados similares fueron reportados por otros
autores, que sefialan el incremento en el tamafo de la planta
y el nimero de hojas en plantulas de café a nivel de vivero,

400
350
300
250
200
150

b b b
100 be ¢
.
0
TES TE4 TE3 TE2 TE1

T- Enf

AUDPC

Tratamientos

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05

Figura 1. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(AUDPC) de la roya amarilla (Hemileia vastatrix Berk. & Br) de
posturas de café tratadas con cepas de Trichoderma sp. bajo
condiciones de vivero en San Juan del Oro.

con aplicaciones de Trichoderma sp. endofito procedentes de
plantas de café variedad Catimor (16). Por otra parte, con
las aplicaciones de T. harzianum en posturas de café, se
obtuvo mayor longitud radicular, altura de planta, diametro
de tallo y numero de hojas (17,18). De igual modo en otros
cultivos como el cacao, se promovio el crecimiento de plantas
a nivel de macetas, se aumentd significativamente el nimero
de hojas, la altura de la planta, los brotes y la materia seca
de las raices (19), se mejord el rendimiento en el cultivo
de quina y vid (20,21) e incrementd el numero de hojas
en arroz (12). Posiblemente se debe a la capacidad que
tienen estas cepas de Trichoderma en acidificar la rizosfera,

Tabla 2. Incidencia de la roya amarilla (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) en posturas de café tratadas con cepas de Trichoderma sp.

enddfito bajo condiciones de vivero en el distrito San Juan del Oro.

Tratamientos

Evaluaciones de incidencia (%)

12 (117 ddt) 242 (122 ddt) 3 (127 ddt) 4% (132 ddt) 5% (137 ddt)
TE1 3,33b 5bc 17,5¢ 24,99 b 358¢c
TE2 3,33 bc 10b 22,5 bc 27,50 b 425¢
TE3 10b 28,33 a 40,83 a 61,67 a 73,33 ab
TE4 12,5b 31,67 a 43,33 a 56,67 a 70,00 b
TE5 11,67 b 26,67 a 35,83 ab 53,33 a 64,17 b
T-enf. 36,67 a 50 a 65,00 a 86,66 a 96,67 a
T-sano Oc Oc 0d Oc 0d

Segun la prueba de Duncan, las medias con letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones.
T-enf: testigo enfermo (con inoculacion del patogeno). T-sano: testigo sano (sin inoculacion del patdgeno). ddt: dias después del trasplante

Tabla 3. Porcentaje de severidad (%) de la roya amarilla (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) de posturas de café tratadas con cepas de

Trichoderma sp. bajo condiciones de vivero.

Numero de evaluaciones de severidad ddt

Tratamientos

12 (117 ddt) 293 (122 ddt) 3 (127 ddt) 4% (132 ddt) 5% (137 ddt)
TE1 0,3cd 1,2¢c 1,2¢ 41d 8,95¢c
TE2 0,3 cd 1,2c¢c 15¢c 4,7 cd 10,3 ¢
TE3 1,5 bc 21b 47b 11,25 bc 23,3b
TE4 1,2 bc 27b 5b 10,25 bc 22b
TE5 1,2 bc 27b 6b 12,25b 14,3 bc
T-enf. 3a 10a 15,3 a 26,5a 39,5a
T-sano 0d 0d Oc Oe 0d

Segun la prueba de Duncan, las medias con letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Datos promedio de severidad de cinco plantas por
tratamiento. T-enf: testigo enfermo (con inoculacion del patdogeno). T-sano: testigo sano (sin inoculacion del patdgeno). ddt: dias después del trasplante
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liberando &cidos organicos y metabolitos quelantes que
secuestran cationes y actividad redox; estos mecanismos
vuelven solubles a los minerales (22). Por otra parte,
se conoce que especies de Trichoderma son potenciales
colonizadores de raices, producen auxinas, citoquininas y
etileno que estan involucradas en el crecimiento y en la
proteccion de las plantas frente al ataque de los patégenos
(23,24), e inducen resistencia a las enfermedades en una
variedad de especies de plantas (6).

Asimismo, las cepas nativas de Trichoderma sp. enddfito
empleadas en esta investigacion tuvieron la capacidad de
controlar al patégeno H. vastatrix, reduciendo la incidencia,
severidad y AUDPC de la enfermedad en posturas de café,
ya que fueron tratadas de forma preventiva con las cepas
a nivel del sistema radicular y posterior a la inoculacion del
patoégeno al follaje. Por otra parte, las cepas provenientes de
hojas fueron los que mejor efecto presentaron en reducir la
enfermedad, debido a que estos enddfitos pueden producir
un compuesto antifingico o una sustancia que pueden
inducir los mecanismos de defensa de la planta frente al
patégeno (6). De igual modo, provocar resistencia sistémica
inducida por vias dependientes de acido jasmonico/etileno
y desencadenar respuestas de defensa en la planta a
consecuencia del establecimiento de algunas cepas de
Trichoderma en la rizosfera de la planta (25).

Otros mecanismos empleados por Trichoderma son la
competencia fisica por espacio y nutrientes; produccion
de metabolitos secundarios con actividad antibidtica o
antifngica; micoparasitismo secretando enzimas hidroliticas
como quitinasas y glucanasas que degradan la pared celular
de los hongos fitopatdégenos (26-28). Lo que concuerda
con lo reportado por otros autores, quienes confirman
antagonismo de cepas de Trichoderma sobre Hemileia
vastatrix Berk. & Br. como resultado de la colonizacion
de Trichoderma sobre el patégeno y por competencia por
espacio y nutrientes sobre las hojas de café con sintomas
de la enfermedad (29); asimismo, estos antagonistas inducen
resistencia en la planta a las infecciones por el patégeno
(6). Igualmente, afirman micoparasitismo de cepas de
Trichoderma sobre Phytophthora megakarya, donde estos
antagonistas redujeron significativamente los efectos del
patégeno en las hojas de las plantas (9). A su vez, en
estudios preliminares, sefialan que cepas de Trichoderma
enddfitos que fueron aisladas de flores de Coffea en Africa,
inhiben la germinacion de uredosporas de H. vastatrix y
reducen la severidad de la enfermedad y es considerada
como un potencial controlador biolégico para el desarrollo de
biofungicidas, debido a que Trichoderma sp. Posee distintas
caracteristicas como proteger a las plantas contra patégenos
radiculares (30). Por todos los mecanismos de accién que
posee las cepas de Trichodemay ademas por ser endofito de
café, se explican los resultados obtenidos en la investigacion,
acerca de que todas las cepas de Trichoderma endodfito
tuvieron efecto en el control de la roya amarilla en plantas de
café de cuatro meses de edad.

CONCLUSION

Se demostré que con aplicaciones de cepas de
Trichoderma enddfito al suelo y follaje en posturas de café,
se reduce la incidencia y la severidad de la roya amarilla
(H. vastatrix), y se mejoran los parametros de crecimiento
de las posturas a nivel de vivero; siendo la cepa TE1,
proveniente de hojas de café, la de mejor respuesta en los
parametros de crecimiento (altura de planta, didametro de
tallo, longitud de raiz principal y nimero de hojas); asimismo
con menor porcentaje de incidencia, severidad y AUDPC, en
comparacion con el testigo sin aplicacion de Trichoderma.
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