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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 
      producción comercial y reduce significativamente los rendimientos del 
      cafeto (Coffea arabica L.); los fungicidas son comúnmente empleados para controlarla, pero la utilización de microorganismos endófitos como el hongo Trichoderma es una alternativa prometedora. Por ello, la capacidad de biocontrol de cinco cepas de Trichoderma sp. endófito (TE1, TE2, TE3, TE4, TE5) en la roya amarilla y su efecto 
      en el crecimiento de plántulas de café fue determinada a nivel de 
      vivero. Las suspensiones de conidias (1x107 ufc mL-1)
      de las cepas fueron rociadas al suelo y follaje. Se evaluó la altura de
      planta (AP); el diámetro de tallo (DT); la longitud de raíz principal 
      (LRP); el número de hojas (NH); la incidencia y severidad de la 
      enfermedad y el área bajo la curva del progreso de la enfermedad 
      (AUDPC). El tratamiento TE-1 fue el más eficiente en reducir la 
      incidencia (35,8 %) y la severidad (8,95 %) de la enfermedad, también 
      mejoró los parámetros de crecimiento de las plantas en AP (12,70 cm), DT
      (2,5 mm), NH (7,6 unidades), LRP (11,38 cm), así como el AUDPC (56,625 
      unidades), en comparación 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 podría ser utilizada 
      para mejorar el desarrollo de las plantas y proteger contra la roya 
      amarilla del cafeto.
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      Introducción

       ⌅
      El café (Coffea arabica L.) es el principal producto agrícola de exportación del Perú, con gran
        importancia económica y social que genera fuentes de ingresos para los 
        productores del distrito de San Juan del Oro, provincia de Sandia y 
        Región Puno, con condiciones climáticas que favorecen la producción 
        orgánica cafetalera. El 2014 fue el año más crítico para la producción 
        nacional, debido a que a finales del 2012 la enfermedad de la “roya 
        amarilla” afectó las hojas del cafeto causando defoliaciones severas y 
        sumado a la falta de renovación de los antiguos cafetales, trajo como 
        consecuencia el declive de la producción nacional con una producción de 
        209 182 toneladas (1). A nivel mundial, esta enfermedad es el principal 
        problema patológico en el cultivo del café, puede causar pérdidas de 
        rendimiento de hasta el 35 % y tener un impacto epidemiológico 
        policíclico en los años 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 patógeno (3); sin embargo, puede que la solución se haya estado 
        gestando por siglos de forma natural, a partir de las interacciones 
        entre organismos, tal es el caso de los hongos endófitos que viven 
        dentro de los tejidos de las plantas vivas sin causar síntomas de 
        enfermedad, brindando beneficios ecológicos a su hospedante y diversos 
        mecanismos antagónicos contra plagas, convirtiéndose en una alternativa 
        para el control biológico de enfermedades (4,5).

      Asimismo, estos hongos endófitos antagónicos 
        influyen en el crecimiento de la planta, generando resistencia a estrés 
        biótico y abiótico, reflejando en la planta vigor y con protección 
        potencial frente al ataque de los patógenos; siendo el género Trichoderma uno de los endófitos ampliamente estudiado en el control biológico (6-8). Estos hongos producen metabolitos secundarios y 
        algunos compuestos antifúngicos y antibacterianos que inhiben el 
        crecimiento de otros microorganismos, incluyendo patógenos de planta, en
        vista de que producen y liberan enzimas líticas que pueden hidrolizar 
        una amplia variedad de compuestos polímeros de la pared celular del 
        patógeno como la quitina, proteína, celulosa y hemicelulosa (5,9). Además, el uso de Trichoderma en el control de enfermedades de las plantas aumenta la producción de los cultivos en beneficio de la agricultura sostenible (10).

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

    
    
      Materiales y métodos

       ⌅
      
        Ubicación

         ⌅
        El
          experimento se realizó en el laboratorio de fitopatología de la 
          Universidad Nacional del Altiplano Puno (UNAP) y en un vivero ubicado en
          el distrito de San Juan del Oro, provincia de Sandía, Región Puno- Perú
          a una altitud de 1,298 m, 14° 14′ 03″ S y 69° 9′ 29″ W.

      
      
        Producción de posturas de café (Coffea arabica L.)

         ⌅
        Previamente
          se realizó la germinación de semillas de café, variedad caturra, en 
          camas de almacigo con arena fina solarizada, a los 80 días se realizó el
          trasplante en bolsas de polietileno de 2 L, con sustrato solarizado 
          (suelo agrícola y ceniza), se realizó el riego a capacidad de campo 
          durante cuatro meses.

      
      
        Procedencia y multiplicación de cepas de Trichoderma 

         ⌅
        Cinco cepas de hongos endófito del género Trichoderma sp. fueron proporcionadas por el laboratorio de Fitopatología de la 
          Universidad Nacional del Altiplano-Puno, estas fueron aisladas de hojas 
          (cepas TE1 y TE2) y tallos (cepas TE3, TE4 y TE5) de plantas de café 
          var. Catimor del distrito de San Juan del Oro en medio Papa dextrosa 
          Agar y conservadas en solución glicerina al 20 % a -5 °C. Para la 
          multiplicación se reactivaron las cepas en placas Petri con medio PDA, 
          media placa con el hongo fue depositada a bolsas polipropileno con 
          sustrato sólido, esterilizado a base de cebada precocida, se incubaron a
          25 °C y se removieron por 15 días hasta su secado, estas fueron 
          cosechadas y conservadas en bolsas selladas de polipropileno a 5°C (11,12).

      
      
        Aplicación de Trichoderma 

         ⌅
        Previamente se
          realizó el conteo de esporas del sustrato cebada mediante diluciones 
          seriadas, luego se obtuvo una suspensión 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 aplicación fue 
          al momento del trasplante de las plántulas, luego la segunda y tercera 
          aplicación cada treinta días rociadas al sustrato con 200 mL de la 
          suspensión (8). A los 30 días después de la tercera aplicación, se 
          evaluaron los parámetros de crecimiento en plantas con tres meses de 
          edad después del trasplante, posteriormente se realizó una cuarta 
          aplicación por aspersión vía foliar.

      
      
        Inoculación de Hemileia vastatrix Berk. & Br.

         ⌅
        Para
          el inóculo, se colectaron hojas con presencia de pústulas de roya 
          amarilla, de campos de cultivo de café variedad Caturra, se obtuvo 
          trozos de hojas (0,5 cm2) con signos de la enfermedad, estos 
          fueron sumergidos en agua destilada estéril con tween 80 para desprender
          las uredosporas del tejido y se estandarizó a una concentración de 2x104 uredosporas mL-1 (13,14). La inoculación se realizó por aspersión dirigida al
          follaje de posturas de café de 94 días de edad, después del trasplante 
          (ddt). Luego de 24 horas se aplicaron las cepas de Trichoderma sp. endófito a una concentración de 1x107 ufc mL-1.

      
      
        Evaluaciones de parámetros

         ⌅
        A
          los tres meses de edad después del repique se evaluaron cinco plantas 
          por cada tratamiento; para la altura de planta (cm) se tomó medidas 
          desde el cuello de la planta hasta el ápice del tallo; para el diámetro 
          de tallo (mm) a la altura de 3 cm del suelo; para la longitud de la raíz
          principal (cm) desde el cuello de la planta hasta la cofia de la raíz 
          principal y para el número de hojas (unidad) se realizó el conteo del 
          total de hojas por cada planta.

        Después de 23 días de la 
          inoculación del patógeno, se realizaron cinco evaluaciones cada cinco 
          días. Para la incidencia, se evaluó el número de hojas con presencia de 
          la enfermedad y el número 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 determinó el AUDPC (área bajo la curva del progreso de la enfermedad).

      
      
        Análisis estadístico

         ⌅
        Para evaluar el efecto de las cepas de Trichoderma sp endófito sobre el crecimiento de posturas de café y la capacidad de biocontrol hacia la roya amarilla (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), se empleó un Diseño 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 transformación se confirió la normalidad y
          la homogeneidad de varianzas, luego se realizó el análisis 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 estadístico InfoStat, versión 2008.

      
    
    
      Resultados

       ⌅
      
        Efecto de cepas nativas de Trichoderma sp. endófito 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 raíz 
          principal, en presencia de todas las cepas de Trichoderma endófito, en comparación con el testigo (sin aplicación de Trichoderma).
          No obstante, en el diámetro de tallo, el tratamiento TE3 no mostró 
          diferencia significativa, en relación con el testigo sin aplicación, así
          como en los tratamientos TE4 y TE5 en número 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, 
          raíz principal y número de hojas. Mientras tanto, en el diámetro de 
          tallo, el tratamiento TE1 fue el de mejor efecto, seguido de TE5, TE2 y 
          TE4 sin diferencia significativa, con respecto al testigo (Tabla 1).
          El tratamiento aplicado con la cepa TE1 fue el que presentó un mayor 
          incremento en altura de la planta, el diámetro de tallo, la raíz 
          principal y en el número de hojas con 21,10 %, 21,60 %, 55,54 % y 47,34 
          %, respectivamente, en comparación con el testigo.

        Tabla 1.  Crecimiento de posturas de café (Coffea arabica L.) tratadas con cepas de Trichoderma sp. endófito, bajo condiciones de vivero en el distrito de San Juan del Oro.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos (Cepas)
                    	Altura de planta (cm)
                    	Diámetro de tallo (mm)
                    	Raíz principal (cm)
                    	Hoja (unidad)
                  

                
                
                  
                    	TE1
                    	12,70 a
                    	2,50 a
                    	11,38 a
                    	7,60 a
                  

                  
                    	TE2
                    	12,10 ab
                    	2,27 b
                    	9,50 b
                    	7,20 ab
                  

                  
                    	TE3
                    	10,94 c
                    	2,12 bc
                    	6,58 c
                    	4,80 bc
                  

                  
                    	TE4
                    	11,42 bc
                    	2,16 b
                    	6,48 d
                    	5,20 cd
                  

                  
                    	TE5
                    	11,64 b
                    	2,25 b
                    	8,10 d
                    	6,00 cd
                  

                  
                    	Testigo
                    	10,02 d
                    	1,96 c
                    	5,06 e
                    	4,00 d
                  

                  
                    	CV
                    	5,35 %
                    	6,028 %
                    	8,23 %
                    	10,64 %
                  

                  
                    	R2
                    	0,710
                    	0,651
                    	0,929
                    	0,652
                  

                
              

            

          

        

        

        
          Según
            la prueba de Duncan, las medias con letras distintas indican 
            diferencias significativas (p≤0,05) Cada tratamiento tuvo cinco 
            repeticiones. Testigo: sin aplicación de Trichoderma

        

      
      
        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 días después del trasplante (ddt) se 
          observaron los síntomas de la enfermedad, como las manchas cloróticas en
          el haz de las hojas sin presencia de pústulas. En esta primera 
          evaluación el testigo enfermo presentó 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. 
          En la segunda, tercera y cuarta evaluación de incidencia, los 
          tratamientos TE3, TE4 y TE5 no presentaron diferencias significativas 
          con el testigo enfermo; no obstante, en la quinta evaluación los 
          tratamientos TE4 y TE5 sí 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).

        Tabla 2.  Incidencia de la roya amarilla (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) en posturas de café tratadas con cepas de Trichoderma sp. endófito bajo condiciones de vivero en el distrito San Juan del Oro.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos
                    	Evaluaciones de incidencia (%) 
                  

                  
                    	1ra (117 ddt)
                    	2da (122 ddt)
                    	3ra (127 ddt)
                    	4ta (132 ddt)
                    	5ta (137 ddt)
                  

                
                
                  
                    	TE1
                    	3,33 b
                    	5 bc
                    	17,5 c
                    	24,99 b
                    	35,8 c
                  

                  
                    	TE2
                    	3,33 bc
                    	10 b
                    	22,5 bc
                    	27,50 b
                    	42,5 c
                  

                  
                    	TE3
                    	10 b
                    	28,33 a
                    	40,83 a
                    	61,67 a
                    	73,33 ab
                  

                  
                    	TE4
                    	12,5 b
                    	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
                    	0 c
                    	0 c
                    	0 d
                    	0 c
                    	0 d
                  

                
              

            

          

        

        

        
          Según
            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 inoculación del patógeno). 
            T-sano: testigo sano (sin inoculación del patógeno). ddt: días después 
            del trasplante

        

        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 más 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 
          evaluación (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 
          demás tratamientos y testigo enfermo con 365 unidades (Figura 1).

        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.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tratamientos
                    	Número de evaluaciones de severidad ddt 
                  

                  
                    	1ra (117 ddt)
                    	2da (122 ddt)
                    	3ra (127 ddt)
                    	4ta (132 ddt)
                    	5ta (137 ddt)
                  

                
                
                  
                    	TE1
                    	0,3 cd
                    	1,2 c
                    	1,2 c
                    	4,1 d
                    	8,95 c
                  

                  
                    	TE2
                    	0,3 cd
                    	1,2 c
                    	1,5 c
                    	4,7 cd
                    	10,3 c
                  

                  
                    	TE3
                    	1,5 bc
                    	2,1 b
                    	4,7 b
                    	11,25 bc
                    	23,3 b
                  

                  
                    	TE4
                    	1,2 bc
                    	2,7 b
                    	5 b
                    	10,25 bc
                    	22 b
                  

                  
                    	TE5
                    	1,2 bc
                    	2,7 b
                    	6 b
                    	12,25 b
                    	14,3 bc
                  

                  
                    	T-enf.
                    	3 a
                    	10 a
                    	15,3 a
                    	26,5 a
                    	39,5 a
                  

                  
                    	T-sano
                    	0 d
                    	0 d
                    	0 c
                    	0 e
                    	0 d
                  

                
              

            

          

        

        

        
          Según
            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 inoculación 
            del patógeno). T-sano: testigo sano (sin inoculación del patógeno). ddt:
            días después del trasplante

        

        
          
            
               
            
          

        

        Letras distintas indican diferencias significativas (p≤0,05

        Figura 1.  Área 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.

      
    
    
      Discusión

       ⌅
      En la investigación se tuvo un efecto positivo en el crecimiento de las posturas de café (Coffea arábica L.) a nivel de vivero con la aplicación de cepas endófitas de Trichoderma sp. procedentes de hojas y tallos de plantas de cafeto. Resultados 
        similares fueron reportados por otros autores, que señalan el incremento
        en el tamaño de la planta y el número de hojas en plántulas de café a 
        nivel de vivero, con aplicaciones de Trichoderma sp. endófito 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, diámetro de tallo y número de hojas (17,18). De igual modo en otros cultivos como el cacao, se 
        promovió el crecimiento de plantas a nivel de macetas, se aumentó 
        significativamente el número de hojas, la altura de la planta, los 
        brotes y la materia seca de las raíces (19), se mejoró el rendimiento en el cultivo de quina y vid (20,21) e incrementó el número de hojas en arroz (12). Posiblemente se debe a la capacidad que tienen estas cepas de Trichoderma en acidificar la rizosfera, liberando ácidos orgánicos 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 raíces, producen auxinas, citoquininas
        y etileno que están involucradas en el crecimiento y en la protección 
        de las plantas frente al ataque de los patógenos (23,24), e inducen resistencia a las enfermedades en una variedad de especies de plantas (6).

      Asimismo, las cepas nativas de Trichoderma sp. endófito empleadas en esta investigación tuvieron la capacidad de controlar al patógeno 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 inoculación del 
        patógeno al follaje. Por otra parte, las cepas provenientes de hojas 
        fueron los que mejor efecto presentaron en reducir la enfermedad, debido
        a que estos endófitos pueden producir un compuesto antifúngico o una 
        sustancia que pueden inducir los mecanismos de defensa de la planta 
        frente al patógeno (6). De igual modo, provocar resistencia sistémica 
        inducida por vías dependientes de ácido jasmónico/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 física por espacio y nutrientes; producción de 
        metabolitos secundarios con actividad antibiótica o antifúngica; 
        micoparasitismo secretando enzimas hidrolíticas como quitinasas y 
        glucanasas que degradan la pared celular de los hongos fitopatógenos (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 colonización de Trichoderma sobre el patógeno y por competencia por espacio y nutrientes sobre las hojas de café con síntomas de la enfermedad (29); asimismo, estos antagonistas inducen resistencia en la planta a las infecciones por el patógeno (6). Igualmente, afirman micoparasitismo de cepas de Trichoderma sobre Phytophthora megakarya, donde estos antagonistas redujeron significativamente los efectos del patógeno en las hojas de las plantas (9). A su vez, en estudios preliminares, señalan que cepas de Trichoderma endófitos que fueron aisladas de flores de Coffea en África, inhiben la germinación de uredosporas de H. vastatrix y reducen la severidad de la enfermedad y es considerada como un 
        potencial controlador biológico para el desarrollo de biofungicidas, 
        debido a que Trichoderma sp. Posee distintas características como proteger a las plantas contra patógenos radiculares (30). Por todos los mecanismos de acción que posee las cepas de Trichodema y además por ser endófito de café, se explican los resultados obtenidos en la investigación, acerca de que todas las cepas de Trichoderma endófito tuvieron efecto en el control de la roya amarilla en plantas de café de cuatro meses de edad.

    
    
      Conclusión

       ⌅
      Se demostró que con aplicaciones de cepas de Trichoderma endófito 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 parámetros de crecimiento de las posturas a nivel de 
        vivero; siendo la cepa TE1, proveniente de hojas de café, la de mejor 
        respuesta en los parámetros de crecimiento (altura de planta, diámetro 
        de tallo, longitud de raíz principal y número de hojas); asimismo con 
        menor porcentaje de incidencia, severidad y AUDPC, en comparación con el
        testigo sin aplicación de Trichoderma.
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  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, TE5) on yellow rust and their effect 
      on coffee seedling growth was determined at the nursery level. Conidial 
      suspensions (1x107 cfu mL-1) 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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      Introduction

       ⌅
      Coffee (Coffea arabica L.) is Peru's main agricultural export product, with great economic and
        social importance that generates sources of income for producers in San
        Juan del Oro district, Sandia province and Puno Region, with climatic 
        conditions that favor organic coffee production. Year 2014 was the most 
        critical one for national production. At the end of 2012 the "yellow 
        rust" disease affected coffee´s leaves of the tree causing severe 
        defoliation and added to the lack of renewal of old coffee plantations, 
        brought as a consequence the decline of national production with a 
        production of 209 182 tons (1). At world level, this disease is the main 
        pathological problem in coffee cultivation, it can cause yield losses of
        up to 35 % and have a polycyclic epidemiological impact in subsequent 
        years (2). Two approaches have been proposed to avoid losses 
        caused by the disease. The first consists of fungicide use, which is a 
        very costly alternative and potentially harmful to the environment. The 
        second, through the development of improved varieties, which requires 
        knowledge of resistance sources and pathogen diversity (3). However, the solution may have been developing for 
        centuries in a natural way, from the interactions between organisms, 
        such is the case of endophytic fungi that live inside the tissues of 
        living plants without causing disease symptoms, providing ecological 
        benefits to their host and diverse antagonistic mechanisms against 
        pests, becoming an alternative for the biological control of diseases (4,5).

      Likewise, these antagonistic endophytic fungi
        influence plant growth, generating resistance to biotic and abiotic 
        stress, reflecting in plant vigor and with potential protection against 
        the attack of pathogens; being the genus Trichoderma one of the endophytes widely studied in biological control (6-8). These fungi produce secondary metabolites and some 
        antifungal and antibacterial compounds that inhibit the growth of other 
        microorganisms, including plant pathogens, since they produce and 
        release lytic enzymes that can hydrolyze a wide variety of polymeric 
        compounds of the pathogen cell wall such as chitin, protein, cellulose 
        and hemicellulose (5,9). In addition, the use of Trichoderma in plant disease control increases crop production for the benefit of sustainable agriculture (10).

      This situation led to carry out the present research work, with the aim of determining the biocontrol capacity of Trichoderma endophyte strains towards yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) and its effect on the growth of coffee (Coffea arabica L.) seedlings.

    
    
      Materials and methods

       ⌅
      
        Location

         ⌅
        The
          experiment was conducted in the phytopathology laboratory of the 
          Universidad Nacional del Altiplano Puno (UNAP) and in a nursery located 
          in San Juan del Oro district, Sandía province, Region Puno- Peru at an 
          altitude of 1,298 m, 14° 14′ 03″ S and 69° 9′ 29″ W.

      
      
        Coffee (Coffea arabica L.) seedling production

         ⌅
        Previously,
          coffee seeds, Caturra variety, were germinated in beds with solarized 
          fine sand. After 80 days, they were transplanted in 2 L polyethylene 
          bags with solarized substrate (agricultural soil and ash) and irrigated 
          at field capacity for four months.

      
      
        Provenance and multiplication of Trichoderma strains

         ⌅
        Five endophytic fungi strains of the genus Trichoderma sp. were provided by the Phytopathology laboratory of the Universidad 
          Nacional del Altiplano-Puno. These were isolated from leaves (strains 
          TE1 and TE2) and stems (strains TE3, TE4 and TE5) of coffee plants var. 
          Catimor from San Juan del Oro district in Papa dextrose Agar medium and 
          conserved in a 20 % glycerin solution at -5 °C. For multiplication, 
          strains were reactivated in Petri plates with PDA medium, half a plate 
          with the fungus was deposited in polypropylene bags with solid 
          substrate, sterilized with pre- cooked barley, incubated at 25 °C and 
          removed for 15 days until drying, these were harvested and conserved in 
          sealed polypropylene bags at 5 °C (11,12).

      
      
         Trichoderma application

         ⌅
        Previously,
          the spore count of the barley substrate was carried out by serial 
          dilutions, and then a spore suspension of 1x107 cfu mL-1 was obtained in
          sterile distilled water. Three applications were made to the substrate 
          and one to the foliage in coffee stands. The first application was at 
          time of transplanting the seedlings, and then the second and third 
          applications were made every thirty days, spraying the substrate with 
          200 mL of the suspension (8). Thirty days after the third application, foliar 
          spraying made growth parameters were evaluated in plants three months 
          after transplanting, then a fourth application.

      
      
        Inoculation of Hemileia vastatrix Berk. & Br

         ⌅
        For
          the inoculum, leaves with presence of yellow rust pustules were 
          collected from coffee cultivation fields of Caturra variety, pieces of 
          leaves (0.5 cm2) with disease signs were obtained, these were
          submerged in sterile distilled water with tween 80 to detach the 
          uredospores from the tissue and were standardized to a concentration of 
          2x104 uredospores mL-1 (13,14). Inoculation was carried out by spray inoculation 
          directed to the foliage of 94-day-old coffee seedlings after 
          transplanting (dat). After 24 hours, Trichoderma sp. endophyte strains were applied at a concentration of 1x107 cfu mL-1.

      
      
        Parameter evaluations

         ⌅
        At
          three months of age after replanting, five plants were evaluated for 
          each treatment; for plant height (cm), measurements were taken from the 
          plant collar to the stem apex. For stem diameter (mm) at a height of 3 
          cm from the ground; for main root length (cm) from plant collar to the 
          main root cap; and for the number of leaves (unit), the total number of 
          leaves per plant was counted. After 23 days of pathogen inoculation, 
          five evaluations were made every five days. For incidence, the number of
          leaves with the presence of the disease and the number of leaves 
          observed per coffee plant posture were evaluated. For severity, two 
          leaves per plant were evaluated with the help of a scale (15), with these evaluations the AUDPC (area under the disease progress curve) was determined.

      
      
        Statistical analysis

         ⌅
        To evaluate the effect of Trichoderma sp endophyte strains on the growth of coffee seedlings and the biocontrol capacity towards yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), a Completely Randomized Design was used, with five strains of Trichoderma and two controls (sick and healthy) making a total of seven treatments 
          with five repetitions. The data expressed in percentage were transformed
          to log, with whose transformation the normality and the homogeneity of 
          variances were confirmed, then the analysis of variance (ANOVA) and 
          Duncan contrast tests were carried out, with a confidence level of 95 % 
          and a margin of error of 5 %, with the use of a statistical software InfoStat, version 2008.

      
    
    
      Results

       ⌅
      
        Effect of native Trichoderma sp endophytic strains on the growth of coffee (Coffea arabica L.) seedlings

         ⌅
        Nine
          weeks after the transplanting of the coffee seedlings, the height of 
          the plant and the main root increased significantly, in the presence of 
          all the strains of endophytic Trichoderma, in comparison with the control (without Trichoderma application). However, in the stem diameter, the treatment TE3 did not 
          show significant difference, in relation to the control without 
          application, as well as in treatments TE4 and TE5 in number of leaves. 
          It is necessary to emphasize that in these treatments strains from 
          coffee stems were used. However, treatments TE1 and TE2 are strains from
          coffee leaves that significantly increased plant height, main root and 
          number of leaves. Meanwhile, in stem diameter, treatment TE1 had the 
          best effect, followed by TE5, TE2 and TE4 with no significant difference
          with respect to the control (Table 1).
          The treatment applied with strain TE1 showed the greatest increase in 
          plant height, stem diameter, main root and number of leaves with 21.10, 
          21.60, 55.54 and 47.34 %, respectively, and compared to the control.

        Table 1.  Growth of coffee (Coffea arabica L.) seedlings treated with Trichoderma sp. endophyte strains, under nursery conditions in San Juan del Oro district.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                
                
                  
                    	Treatments (Strains)
                    	Plant height (cm)
                    	Stem diameter (mm)
                    	Main root (cm)
                    	Leaf (unit)
                  

                
                
                  
                    	TE1
                    	12.70 a
                    	2.50 a
                    	11.38 a
                    	7.60 a
                  

                  
                    	TE2
                    	12.10 ab
                    	2.27 b
                    	9.50 b
                    	7.20 ab
                  

                  
                    	TE3
                    	10.94 c
                    	2.12 bc
                    	6.58 c
                    	4.80 bc
                  

                  
                    	TE4
                    	11.42 bc
                    	2.16 b
                    	6.48 d
                    	5.20 cd
                  

                  
                    	TE5
                    	11.64 b
                    	2.25 b
                    	8.10 d
                    	6.00 cd
                  

                  
                    	Contrl
                    	10.02 d
                    	1.96 c
                    	5.06 e
                    	4.00 d
                  

                  
                    	CV
                    	5.35 %
                    	6.028 %
                    	8.23 %
                    	10.64 %
                  

                  
                    	R2
                    	0.710
                    	0.651
                    	0.929
                    	0.652
                  

                
              

            

          

        

        

        
          According
            to Duncan's test, means with different letters indicate significant 
            differences (p≤0.05) Each treatment had five replicates. Control: 
            without Trichoderma application

        

      
      
        Biocontrol capacity of Trichoderma sp. on yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.)

         ⌅
        In
          five evaluations of yellow rust incidence in coffee seedlings, at the 
          nursery level, there were significant differences among treatments 
          (p≤0.05). At 117 days after transplanting (dat), disease symptoms were 
          observed, such as chlorotic spots on the upper side of the leaves 
          without the presence of pustules. In this first evaluation the diseased 
          control presented a high incidence, followed by the treatments with Trichoderma applications TE3, TE4 and TE5; however, in the treatments TE1 and TE2 
          presented low incidence. In the second, third and fourth evaluation of 
          incidence, treatments TE3, TE4 and TE5 did not show significant 
          differences with the diseased control. However, in the fifth evaluation,
          treatments TE4 and TE5 did show significant differences with the 
          diseased control. Therefore, for all the evaluations, TE1 and TE2 were 
          the best bio-controllers because they presented lower incidence 
          percentages, unlike treatments TE3, TE4 and TE5, which were not 
          efficient in reducing the disease (Table 2).

        Tabla 2.  Incidence of yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) in coffee seedlings treated with Trichoderma sp. endophyte strains under nursery conditions in San Juan del Oro district.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Treatments
                    	Incidence evaluations (%) 
                  

                  
                    	1rst (117 dat)
                    	2nd (122 dat)
                    	3rd (127 dat)
                    	4th (132 dat)
                    	5th (137 dat)
                  

                
                
                  
                    	TE1
                    	3.33 b
                    	5 bc
                    	17.5 c
                    	24.99 b
                    	35.8 c
                  

                  
                    	TE2
                    	3.33 bc
                    	10 b
                    	22.5 bc
                    	27.50 b
                    	42.5 c
                  

                  
                    	TE3
                    	10 b
                    	28.33 a
                    	40.83 a
                    	61.67 a
                    	73.33 ab
                  

                  
                    	TE4
                    	12.5 b
                    	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
                  

                  
                    	C-dis.
                    	36.67 a
                    	50 a
                    	65.00 a
                    	86.66 a
                    	96.67 a
                  

                  
                    	C-hea
                    	0 c
                    	0 c
                    	0 d
                    	0 c
                    	0 d
                  

                
              

            

          

        

        

        
          According
            to Duncan's test, means with different letters indicate significant 
            differences (p≤0.05). Each treatment had five replicates. C- dis: 
            disease control (with pathogen inoculation) C-hea: healthy control 
            (without pathogen inoculation). dat: days after transplanting.

        

        With respect to the severity (%), in the five evaluations all the treatments that received Trichoderma sp. applications reduced the disease significantly with respect to the 
          diseased control (C-dis) that was the most affected. The coffee stands 
          treated with treatments TE1 and T2 were the least affected by the 
          disease with lower severity values of 10.30 % up to the 5th evaluation (Table 3).
          Similarly, these treatments had the lowest AUDPC values of 56.63 and 
          63.38, respectively, with respect to the other treatments and the 
          diseased control with 365 units (Figure 1).

        Tabla 3.  Percentage of severity (%) of yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) of coffee seedlings treated with Trichoderma sp. strains under nursery conditions.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Treatments
                    	Number of severity assessments dat 
                  

                  
                    	1rst (117 dat)
                    	2nd (122 dat)
                    	3rd (127 dat)
                    	4th (132 dat)
                    	5th (137 dat)
                  

                
                
                  
                    	TE1
                    	0.3 cd
                    	1.2 c
                    	1.2 c
                    	4.1 d
                    	8.95 c
                  

                  
                    	TE2
                    	0.3 cd
                    	1.2 c
                    	1.5 c
                    	4.7 cd
                    	10.3 c
                  

                  
                    	TE3
                    	1.5 bc
                    	2.1 b
                    	4.7 b
                    	11.25 bc
                    	23.3 b
                  

                  
                    	TE4
                    	1.2 bc
                    	2.7 b
                    	5 b
                    	10.25 bc
                    	22 b
                  

                  
                    	TE5
                    	1.2 bc
                    	2.7 b
                    	6 b
                    	12.25 b
                    	14.3 bc
                  

                  
                    	C-dis.
                    	3 a
                    	10 a
                    	15.3 a
                    	26.5 a
                    	39.5 a
                  

                  
                    	C-hea
                    	0 d
                    	0 d
                    	0 c
                    	0 e
                    	0 d
                  

                
              

            

          

        

        

        
          According
            to Duncan's test, means with different letters indicate significant 
            differences (p≤0.05). Mean severity data for five plants per treatment. 
            C- dis: disease control (with pathogen inoculation). C-hea: healthy 
            control (without pathogen inoculation). dat: days after transplanting.

        

        
          
            
               
            
          

        

        Different letters indicate significant differences (p≤0.05)

        Figura 1.  Area under the disease progress curve (AUDPC) of yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br) of coffee seedlings treated with Trichoderma sp. strains under nursery conditions in San Juan del Oro.

      
    
    
      Discussion

       ⌅
      In the investigation, there was a positive effect on coffee growth (Coffea arabica L.) seedlings at nursery level with the application of endophytic Trichoderma sp strains from leaves and stems of coffee plants. Similar results were
        reported by other authors, who point out the increase in plant size and
        the number of leaves in coffee seedlings at nursery level, with 
        applications of Trichoderma sp. endophyte coming from coffee plants of Catimor variety (16). On the other hand, with the T. harzianum applications in coffee seedlings, a greater root length, plant height, stem diameter and number of leaves were obtained (17,18). Similarly, in other crops such as cocoa, plant 
        growth was promoted at the pot level, the number of leaves, plant 
        height, shoots and root dry matter increased significantly (19), yield improved in the cultivation of quinine and grapevine (20,21) and the number of leaves increased in rice (12). Possibly this is due to the capacity of these Trichoderma strains to acidify the rhizosphere, releasing organic acids and 
        chelating metabolites that sequester cations and redox activity; these 
        mechanisms make minerals soluble (22). On the other hand, it is known that Trichoderma species are potential root colonizers, produce auxins, cytokinins and 
        ethylene that are involved in the growth and protection of plants 
        against pathogen attack (23,24), and induce resistance to diseases in a variety of plant species (6).

      Likewise, the native Trichoderma sp. endophyte strains used in this research had the capacity to control the pathogen H. vastatrix,
        reducing the incidence, severity and AUDPC of the disease in coffee 
        seedlings, since they were treated preventively with the strains at the 
        root system level he and after the inoculation of the pathogen to the 
        foliage.

      On the other hand, strains from leaves were the ones that
        presented the best effect in reducing the disease, because these 
        endophytes can produce an antifungal compound or a substance that can 
        induce the defense mechanisms of the plant against the pathogen (6). In the same way, provoke systemic resistance 
        induced by pathways dependent on jasmonic acid/ethylene and trigger 
        defense responses in the plant because of the establishment of some Trichoderma strains in the rhizosphere (25).

      Other mechanisms used by Trichoderma are the physical competition for space and nutrients; production of 
        secondary metabolites with antibiotic or antifungal activity; 
        mycoparasitism secreting hydrolytic enzymes like chitinases and 
        glucanases that degrade the cellular wall of the phytopathogenic fungi (26-28). This agrees with the reported by other authors, who confirm antagonism of Trichoderma strains on Hemileia vastatrix Berk. & Br. because of the Trichoderma colonization on the pathogen and by competition for space and nutrients on coffee leaves with symptoms of the disease (29); likewise, these antagonists induce resistance in the plant to infections by the pathogen (6). Likewise, they affirm mycoparasitism of Trichoderma strains on Phytophthora megakarya, where these antagonists significantly reduced the pathogen effects on plant leaves (9). At the same time, in preliminary studies, they indicate that strains of Trichoderma endophytes that were isolated from Coffea flowers in Africa inhibit the germination of uredospores of H. vastatrix and reduce the severity of the disease. It is considered as a potential
        biological controller for the development of biofungicides, because Trichoderma sp. possesses different characteristics such as protecting plants against root pathogens (30). For all the mechanisms of action that the Trichodema strains possess and also for being coffee endophyte, the results 
        obtained in the investigation are explained, about that all the Trichoderma endophyte strains had effect in the control of yellow rust in coffee plants of four months of age.

    
    
      Conclusion

       ⌅
      It was demonstrated that with applications of Trichoderma endophyte strains to the soil and foliage in coffee seedlings, the incidence and severity of yellow rust (H. vastatrix),
        and the growth parameters of the seedlings at nursery level are 
        improved. The strain TE1, coming from coffee leaves is the one with the 
        best response in the growth parameters (plant height, stem diameter, 
        main root length and number of leaves); also with lower percentage of 
        incidence, severity and AUDPC, in comparison with the control without Trichoderma application.

    
  





data-url-image.png





nav.xhtml

    
  
    		Biocontrol de la roya amarilla del cafeto (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) con cepas de Trichoderma sp. endófito


    		Introducción


    		
      Materiales y métodos
      
        		Ubicación


        		Producción de posturas de café (Coffea arabica L.)


        		Procedencia y multiplicación de cepas de Trichoderma


        		Aplicación de Trichoderma


        		Inoculación de Hemileia vastatrix Berk. & Br.


        		Evaluaciones de parámetros


        		Análisis estadístico


      


    


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


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


      


    


    		Discusión


    		Conclusión


    		Bibliografía


    		Biocontrol of coffee yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) with Trichoderma sp. endophyte strains


    		Introduction


    		
      Materials and methods
      
        		Location


        		Coffee (Coffea arabica L.) seedling production


        		Provenance and multiplication of Trichoderma strains


        		Trichoderma application


        		Inoculation of Hemileia vastatrix Berk. & Br


        		Parameter evaluations


        		Statistical analysis


      


    


    		
      Results
      
        		Effect of native Trichoderma sp endophytic strains on the growth of coffee (Coffea arabica L.) seedlings


        		Biocontrol capacity of Trichoderma sp. on yellow rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.)


      


    


    		Discussion


    		Conclusion


  




  




