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Resumen

En la mayoria de las zonas productoras del mundo, la antracnosis causada por Colletotrichum
gloeosporioides es una de las enfermedades mas importantes en el cultivo de café (Coffea arabica L.).
Esta es combatida con agroquimicos poco especificos, pero la mayoria de los agricultores no cuentan
con suficiente informacion del manejo adecuado de dichos productos quimicos, lo cual ha motivado la
busqueda de otros métodos menos contaminantes para combatir los patdogenos de plantas. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la capacidad antagonica in vitro de seis aislamientos de Trichoderma
spp. (LA1, LA2, 06146, 06141, Punta Larga y Tricobiol), para ello se realizaron pruebas de cultivos
duales donde se enfrentaron con Colletotrichum gloeosporioides, luego de comprobar su
patogenicidad. Para demostrar la capacidad antagénica de Trichoderma spp. con el patdgeno, se
realizo la prueba in vitro, haciendo mediciones diarias del crecimiento micelial del patdogeno, para
obtener el porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC), y finalmente a los siete dias se determiné el
nimero de conidios/cc para calcular el porcentaje de inhibicion de esporulacion (PIE). Se emple6 un
disefio completamente al azar con seis repeticiones por tratamiento. El aislamiento LA2 identificado
como Trichoderma harzianum, fue el que mejor controld el crecimiento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides, con un PIC de 64.09%. Los aislamientos de Trichoderma harzianum que mejor
controlaron la esporulacién del patdogeno fueron 06146 y LA2, con un PIE de 98.76% y 97.83 %
respectivamente. El aislamiento de Trichoderma harzianum (LA2), se considera el mejor por ser

nativo de la zona.

Palabras clave: Trichoderma spp, Colletotrichum gloeosporioides, Coffea arabica L., antracnosis en

café, crecimiento micelial.
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IN VITRO DE ANTAGONIC CAPACITY OF TRICHODERMA SPP. IN FRONT OF
COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDS CAUSING THE ANTRACNOSIS IN COFFEE
(COFFEA ARABICA L.)

Abstract

In most producing areas of the world, anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides is one of
the most important diseases in coffee crops (Coffea arabica L.). This is fought with little specific
agrochemicals, but most farmers do not have enough information on the proper management of these
chemicals, which has led to the search for other less polluting methods to combat plant pathogens. The
objective of this research was to evaluate the in vitro antagonistic capacity of six isolates of
Trichoderma spp. (LA1, LA2, 06146, 06141, Punta Larga and Tricobiol), for this purpose, tests were
carried out on dual cultures where they faced Colletotrichum gloeosporioides, after checking their
pathogenicity. To demonstrate the antagonistic capacity of Trichoderma spp. With the pathogen, the in
vitro test was performed, making daily measurements of the mycelial growth of the pathogen, to obtain
the percentage of growth inhibition (ICP), and finally at seven days the number of conidia / cc was
determined to calculate the percentage of sporulation inhibition (PIE). A completely randomized design
with six repetitions per treatment was used. The LA2 isolation identified as Trichoderm harzianum,
was the one that best controlled the mycelial growth of Colletotrichum gloeosporioides, with a PIC of
64.09%. The Trichoderma harzianum isolates that best controlled the sporulation of the pathogen were
06146 and LA2, with a PIE of 98.76% and 97.83% respectively. The isolation of Trichoderma

harzianum (LA?2) is considered the best because it is native to the area.

Keywords: Trichoderma spp, Colletotrichum gloeosporioides, Coffea arabica L., coffee anthracnose,

mycelial growth.
Introduccion

En la mayoria de las zonas productoras del mundo, la antracnosis causada por Colletotrichum
gloeosporioides es una de las enfermedades mas importantes en el cultivos de café (Coffea arabica L.).

Esta es combatida con agroquimicos poco especificos, pero la mayoria de los agricultores no cuentan
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con suficiente informacién del manejo adecuado de dichos productos quimicos, lo cual ha motivado la
busqueda de otros métodos menos contaminantes, para combatir los patdgenos de plantas (Guanipa,

2000)

En los ultimos afios han aparecido nuevas alternativas de control de fitopatégenos, como es el uso de
biocontroladores, de gran interés agrondémico. Aunque ya en 1951 se habia demostrado que podia
limitarse el desarrollo de algunos patégenos mediante controladores bioldgicos, no fue sino hasta la
década de los 70 que se logrd desarrollar el control biologico de Colletotrichum sp. Desde los primeros
estudios hasta la fecha, se ha establecido el efecto de Trichoderma spp. como antagonista de distintas

cepas del hongo en diferentes cultivos (Abbott, 1997).

Por lo tanto, el objetivo general de esta investigacion fue evaluar bajo condiciones in vitro la
efectividad del hongo Trichoderma spp. para el control de Colletotrichum gloeosporioides causante de

la antracnosis del café (Coffea arabica L.).
Materiales y Métodos
Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras de suelo, de hojas y frutos de café con sintomas de antracnosis en la Estacion
Experimental Jaime Henao Jaramillo (El Laurel) perteneciente a la Facultad de Agronomia de la
Universidad Central de Venezuela, ubicada en el municipio Cecilio Acosta, Distrito Guaicaipuro del
estado Miranda. Las mismas fueron colocadas en bolsas de papel y llevadas para ser procesadas y
evaluadas a la Clinica de Enfermedades de Plantas de la Seccién de Fitopatologia del Instituto de

Boténica de la Facultad de Agronomia, Universidad Central de Venezuela, Maracay, estado Aragua.
Procesamiento de las muestras
Aislamiento e identificacion de Colletotrichum gloeosporioides

Se tomaron muestras de hojas en diversos estados de desarrollo con los sintomas de la enfermedad, se
lavaron abundantemente con agua corriente., inmediatamente fueron tratados por 3 minutos con

hipoclorito de sodio (NaClO) al 3%, se lavaron con agua destilada estéril y fueron secados con papel
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absorbente estéril. se seleccionaron trozos de tejido del margen de la lesion seguidamente se cortaron
entre 3 y Smm de didmetro, estos trozos se colocaron en forma equidistante en placas Petri conteniendo
medio papa dextrosa agar (PDA), finalmente, se incubaron a temperatura de 28 a 30 °C durante 5 dias
hasta observar el desarrollo de las colonias. Luego las colonias se replicaron en tubos de ensayo con
PDA en forma de cufia y una vez evidenciado el crecimiento del patdogeno se conservaron en

refrigeracion a 8°C.

Para establecer la identidad del organismo patogeno, a partir de las placas almacenadas en refrigeracion
con medio de cultivo PDA en forma de cufia, se procedio a replicar en placas con PDAA, una vez
desarrolladas las colonias, se realizd preparados microscopicos para ser observados y hacer
descripciones tales como color del micelio, forma y tamafio de los conidios en un microscopio de luz.

Finalmente se compar6 con lo descrito por Sutton (1992).
Aislamiento de los Antagonistas
Dilucion en plato de Agar

Se prepard una solucion madre con la muestra de suelo, es decir, se colocaron 100 g. de la muestra de
suelo en 100 ml de agua destilada estéril (ADE) y se agité fuertemente. A partir de esta solucion madre
se realizaron las posteriores diluciones. Las muestras de suelo previamente tamizadas se fraccionaron
en submuestras de 10 g cada una. Cada submuestra fue colocada en un frasco de vidrio y se agito
fuertemente con 90 mL de agua destilada esterilizada (ADE). A partir de ésta soluciéon madre, en una
camara de flujo laminar se realizaron diluciones seriadas, en la cual se tomdé 1 mL con una pipeta
esterilizada y se verti6 en el interior de un tubo de ensayo que contenia 9 mL de ADE (dilucién 10- 1).

Este procedimiento se repitio hasta llegar a la dilucién 10-5.

De la dilucion (10-5), se tom6 1 ml, el cual se coloco en una caja de Petri; posteriormente se le
afiadieron 15 ml. de papa dextrosa agar acidificado (PDAA) licuado; se dejo solidificar y se coloco en
una incubadora a 28 °C. Después de 4 dias de incubacion se procedio a purificar en platos Petri con
PDAA vy posteriormente fueron transferidas a tubos de ensayo con PDA para conservarlas,

identificarlas y usarlas en las respectivas pruebas.
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Identificacion de Trichoderma spp

Para realizar las caracterizaciones se tomo en cuenta tanto las observaciones macroscopicas como las
observaciones microscopicas. En la caracterizacion macroscopica se consideraron las caracteristicas
como color y forma de la colonia y relieve del micelio (ralo, denso o aéreo tupido) de las colonias. Para
la caracterizacion microscopica se considerd la estructura del hongo: forma y tamafio de los conidios,
coniditforos, fialides, y clamidosporas; a fin de identificar el antagonista con lo descrito en la literatura

[Rifai, (1969); Bisset, (1991)].
Prueba de patogenicidad
Procedencia de las plantas

Para esta prueba se utilizaron seis (6) plantas sanas del cultivar Catuai rojo, provenientes de la Estacion
Experimental El Laurel, las cuales fueron llevadas a la Clinica de Enfermedades de Plantas de la
Catedra de Fitopatologia. Se tomaron tres (3) plantas, las cuales fueron inoculadas y las tres (3)

restantes se utilizan como testigo.
Preparacion del indculo del microorganismo patogeno

A un aislamiento puro del patdégeno proveniente de los tubos con PDA en cufia fueron colocados en
placas Petri con el mismo medio acidificado (PDAA) con 4acido lactico al 50% a razon de 50 gotas/L
para evitar el desarrollo de colonias bacterianas. Todas las capsulas se colocaron en camara de
crecimiento durante 10 dias. Una vez desarrollado el patégeno; se agregaron 20 ml de agua destilada
estéril (ADE) en una placa Petri, luego se realiz6 un raspado de la colonia para desprender los conidios,
filtrando con gasa estéril la suspension del indculo; seguidamente se tomo una gota de esa suspension
con la ayuda de una pipeta Pasteur y se coloco en una cdmara de Neubauer o hematocimetro, en la cual

se ajusto la concentracion a 10 6 conidios/cc.
Inoculacion de las plantas por aspersion

Se realiz6 la inoculacion del hongo sobre las plantas usando un aspersor con una concentracion de

1x106 conidios/ cc. Las plantas se colocaron en cdmara himeda durante 7 dias, donde a través de
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observaciones diarias se evalu6 la aparicion de los sintomas de la enfermedad. A partir de las plantas

inoculadas, se hicieron reaislamientos para verificar el cumplimiento de los postulados de Koch.
Pruebas de enfrentamiento

A partir de aislamientos del patdégeno y el antagonista de ocho y tres dias de edad respectivamente, se
procedio a realizar los enfrentamientos entre ambos en placas Petri con medio de cultivo PDAA, para
lo cual, con la ayuda de una pipeta Pasteur previamente esterilizada, se cortaron discos de Smm de
diametro del patégeno y el antagonista, luego cada disco, se colocd de forma equidistante en la placa
Petri, se identificaron y se colocaron en incubacion a 28°C durante 7 dias. Se realizé un tratamiento
testigo que consistid en colocar en placas Petri con PDAA un disco con micelio del hongo patégeno. Se
realizaron un total de 5 repeticiones del enfrentamiento del patdgeno vs. antagonista y 5 repeticiones de

los testigos. Todas las placas se incubaron durante 7 dias con una temperatura promedio de 28°C.

Se realizaron mediciones diarias del crecimiento radial del patégeno (cm/dia) el cual se tomd desde el
borde del disco hasta el borde del halo de inhibicion del antagonista, empleando estas mediciones para
determinar el porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIC). En la ultima evaluacion, se determind
ademads, el numero de conidios/cc, para obtener el porcentaje de inhibiciéon de esporulacion (PIE).
Ambos porcentajes vienen dados por las siguientes formulas de J. M. Vicent citadas por Mentel et al.,

(1976).
Porcentaje de inhibicion de
crecimiento

PIC (%) = (crec. d}el testigo — crec. del
tratamiento) X 100
(Crecimiento del testigo)

Porcentaje de inhibicion de
esporulacion

PIE (%) = (esporulacién del testigo —
esporulacion del tratamiento) X 100
(Esporulacion del testigo)
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Diseiio de experimentos

Se utiliz6 un diseno completamente aleatorizado con seis tratamientos y seis repeticiones. El programa
estadistico empleado fue Statistix 8.0. A los datos obtenidos se les verifico los supuestos de los analisis
de varianza, por no cumplirse éstos, se analizaron por via no paramétrica aplicando la prueba de

Kruskal y Wallis (con un nivel de significancia de a= 0.05).
Resultados y Discusion
Aislamiento e identificacion de Colletotrichum gloeosporioides

De las muestras de hojas de café se aislaron consistentemente colonias de aspecto algodonoso, de color
blanco y ligeramente grisadceo hacia los extremos, con el centro de color gris verdoso y crecimiento
moderadamente lento, que cubrié la placa de Petri al noveno dia, en el centro de la colonia se
observaron pequefias masas de acérvulos de color anaranjado. Las observaciones al microscopio
revelaron que estas colonias presentaban un micelio hialino, conidios unicelulares alargados y con
extremos redondeados de 13.6 x 3um, coincidiendo ésta descripcion con la reportada por la literatura

para Colletotrichum gloeosporioides (Sutton, 1992), [Figura 1 (A) y (B)].

Figura 1. A.- Colonia y conidios del hongo Colletotrichum gloeosporioides en
PDA. B.- Plantas inoculadas con Colletotrichum gloeosporioides, mostrando
manchas. C.- Colonia y conidiéforos del hongo Trichoderma harzianum (LA2) en
PDA. D.- Enfrentamiento entre Colletotrichum gloeosporioides y Trichoderma
harzianum ( LA2) y testigo.
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Aislamiento e identificacion de los antagonistas Trichoderma spp

Se evaluaron seis aislamientos de los antagonistas, de los cuales, dos se colectaron de la rizésfera de las
plantas de café muestreadas (LA1 y LA2) y las restantes suministradas por el banco de cepas de la

Clinica de enfermedades en plantas (Tabla 1).

Tabla 1. Aislamientos de Tiichoderma spp. de diferentes localidades del estado
Aragua y el estado Miranda.

Denominacién Identificacion Cultivo Procedencia
. e Estacion experimental El
LAl Trichoderma sp. Café P .
Laurel. estado Miranda
. ] o~ Estacion experimental EI
LA2 Trichoderma harzianum Café P ;
Laurel, estado Miranda
] . , Finca punta larga. estado
Punta Larga Trichoderma sp. Pimenton 4 -
Arasia
6141 Trichoderma crassum | Tomate Arenales. estado Aragua
. ] . Finca los Dolores.
6146 Trichoderma harzianum | Caraota
Tucutunemo, estado Aragua
Tricobiol Trichoderma harzianum | -------- Formulacion Comercial

Prueba de patogenicidad

En las pruebas para comprobar la patogenicidad del aislamiento de Colletotrichum, se obtuvo como
resultado que todas las plantas inoculadas con el patdgeno mostraron a los 15 dias sintomas similares a
los causados por la antracnosis tales como manchas de forma irregular, de color pardo, que empiezan
desde el margen de la hoja, comparado con el testigo que no mostrd sintomas. Los sintomas aqui
descritos coinciden con los sefalados por Guanipa (2000). Luego de realizar los reaislamientos
correspondientes, la colonia aislada coincide con los originalmente inoculados, resultando asi la prueba
positiva, ratificando que este aislamiento de Colletotrichum es patogénico y virulento en plantas de

café.
Prueba de enfrentamiento

El aislamiento LA2 identificado como Trichoderma harzianum, fue el mas efectivo en controlar el
crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides, con un PIC de 64.09%. Los aislamientos de
Trichoderma harzianum que mejor controlaron la esporulacion del patdogeno fueron 06146 y LA2, con

un PIE de 98.76% y 97.83 % respectivamente [Figura. 1. (C) y (D)]. Esto coincide con los resultados
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obtenidos en otras investigaciones similares donde se observo alto PIE in vitro al realizar
enfrentamientos de Trichoderma harzianum. Contra Colletotrichum gloeosporioides obtenido de

aislamientos en plantaciones de mango (Mangifera indica), (Sarmiento, 2009).
Conclusiones

La prueba de patogenicidad, demostré que el aislamiento de Colletotrichum gloeosporioides es

patogénico en plantas de café.

En cuanto a los antagonistas obtenidos de muestras de suelo de la E.E. “Jaime Henao Jaramillo - El

Laurel” (UCV) fueron identificados como Trichoderma harzianum'y Trichoderma sp.

Los aislamientos de 7. harzianum (LA2) y (06146) resultaron los mas efectivos 173 Observador del

Conocimiento
para inhibir el crecimiento micelial y la esporulacion de Colletotrichum gloeosporioides.

El aislamiento de Trichoderma harzianum (LA2), se considera el mas efectivo por ser nativo de la

zona.
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