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Debido al uso indiscriminado agroquimicos, en la agricultura convencional, se esta provocando problemas de
contaminacion del medio ambiente (suelo, aire y agua), de ahi que, la bisqueda de alternativas que contribuyan a una
produccion agricola libre de agroquimicos haciendo sostenible la produccion. En este trabajo se estudia el control
biolégico del damping off en café (Coffea arabica) aplicando el hongo antagdnico Trichoderma sp., en condiciones
experimentales a escala de laboratorio, en instalaciones de la Unidad Académica Campesina Carmen Pampa,
comunidad de Carmen Pampa, municipio de Coroico.

El objetivo de este trabajo fue controlar biolégicamente el “damping off”, se encontraron dos géneros causantes del
damping off en almacigo de café: Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. Para determinar el porcentaje de crecimiento y
control en el medio de cultivo, se utiliz6 el método de conteo de cuadrantes, donde se obtuvieron los porcentajes del
crecimiento micelial del hongo antagénico Trichoderma sp.,y de los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp. y Fusarium
sp.

Estadisticamente existid una diferencia altamente significativa en la variable porcentaje de crecimiento de
Trichoderma sp. sobre los hongos patégenos Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. a los 3, 6 y 9 dias esto da a conocer que
el factor tiempo y los tratamientos son dependientes entre si. La variable de control mostr6 una diferencia altamente
significativa en el factor tiempo y tratamiento, pero en la interaccion no muestra diferencia significativa esto da a
conocer que son independientes los factores, por lo que el hongo Trichoderma sp., no depende del tiempo en los
tratamientos, asi mostrando su poder inhibidor a Rhizoctonia sp. y Fusarium sp.. Esta prueba da referencias de que
existe control del hongo antagdnico sobre los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp. y Fusarium sp.
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Due to the indiscriminate use agrochemicals in conventional agriculture, it is causing pollution problems in the
environment (soil, air and water), hence the search for alternatives that contribute to agricultural production by agro-
chemical free sustainable production. This paper studies the biological control of damping off in coffee (Coffea
arabica) by applying antagonistic fungus Trichoderma sp. Under experimental conditions at laboratory facilities of
the Academic Unit Carmen Pampa Campesina, a community of Carmen Pampa, Township Coroico.

The aim of this study was to biologically control the "damping off", they found two genera that cause damping off in
seedbed of coffee: Rhizoctonia sp. and Fusarium sp.To determine the percentage of growth and control in the culture
medium, we used the method of counting quarters, where they gave the mycelial growth of antagonistic fungus
Trichoderma sp., And the fungal pathogens Rhizoctonia sp. and Fusarium sp.

Statistically there was a highly significant difference in the variable growth rate of Trichoderma sp. on pathogenic
fungi Rhizoctonia sp. and Fusarium sp. at 3, 6 and 9 days that announces the time factor and treatments are
interdependent. The control variable showed a highly significant difference in the time factor and treatment, but the
interaction shows no significant difference this makes known factors that are independent, so the fungus Trichoderma
sp. not depend on time in treatment, thus showing its inhibitory power to Rhizoctonia sp. and Fusarium sp .. This test
gives references that there is antagonistic fungus control on the fungal pathogens Rhizoctonia sp. and Fusarium sp.
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Introduccién

La produccion agricola se ve constantemente
afectada en sus rendimientos y calidad final de
produccién, debido al ataque de una gran
diversidad de  organismos  fitopatdgenos,
fundamentalmente hongos y bacterias, siendo los
primeros el grupo principal de agentes causales de
enfermedades en las plantas. (Agrios 1991)

Las enfermedades producidas por organismos
fitopatdgenos, tales como bacterias, nematodos, u
hongos, constituyen generalmente la mayor causa
de pérdidas en la produccion agricola (Benitez et
al 2004). Dentro de éstos, los hongos comprenden
uno de los principales grupos tanto por su
diversidad como por las pérdidas que originan a
nivel econdémico (Benitez et al 2000). La
persistencia de varias especies de hongos
fitopatdgenos tales como Phythium, Phytophthora,
Botrytis, Sclerotinia, sclerotiorum, Rhizoctonia
solani, y Fusarium ha aumentado durante los
ultimos afios debido a los cambios que se han
presentado en las  practicas  agricolas,
principalmente por el uso indiscriminado de
quimicos y por la contaminacion que ocasionan
por su empleo, con efectos perjudiciales no solo
sobre los cultivos de importancia econémica, sino
sobre los deméas organismos, a través de la
adquisicion de resistencia a las estrategias
desarrolladas en los ultimos afios para su control.
(Benitez et al 2000)

La practica tradicional mas comun para la
disminucién 'y eliminacion de los efectos
perjudiciales, ocasionados por los agentes
fitopatdgenos mencionados se basa en el empleo
de plaguicidas, practica denominada como control
quimico. A pesar del aumento de la conciencia
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social que se tiene ante el enorme deterioro
medioambiental que supone la utilizacion
indiscriminada de estos compuestos quimicos, ha
provocado un gran interés en la busqueda de
sistemas ambientalmente sostenibles para el
control de plagas y enfermedades. En este sentido,
una estrategia promisoria es la utilizacion de
microorganismos antagonistas de los agentes
infecciosos y que desplazan a éstos de una manera
natural, denominada control biol6gico (Benitez et
al 2004). Como consecuencia de esto, existe un
interés creciente por la explotacion y utilizacion de
los microorganismos para el control de plagas.

En general, las especies de Trichoderma producen
enzimas extracelulares, sustancias antibidticas de
naturaleza volatil y no volatil y compuestos
antifingicos, pero también son  fuertes
competidores por el espacio y nutrientes frente a
otros fitopatdgenos, ademas promueven el
crecimiento de las plantas e inducen la resistencia
sistémica en éstas. (Hermosa et al 2000) Por tal
razén, los hongos del género Trichoderma han
sido los microorganismos mas utilizados para el
control de enfermedades en plantas producidas por
hongos durante mas de 70 afios, pero solo hasta
hace poco tiempo estas cepas han comenzado a
adquirir un valor comercial importante, debido a
los efectivos resultados obtenidos durante su
aplicacion y a la apariciéon de nuevas tecnologias
para la produccion masiva y el desarrollo de
productos a base de este hongo. (Clavijo 1998)

En el laboratorio de Control Bioldgico del Centro
de Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica, se
han realizado estudios relacionados con el
aislamiento, seleccion, produccion, formulacion y
evaluacion de las cepas de Trichoderma como
potenciales  biocontroladores  de  hongos
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fitopatégenos. Este es el caso del hongo
Trichoderma koningii (cepa Th003) aislado a
partir de suelos de Cundinamarca, con el cual se
ha obtenido entre un 70 - 100% de control bajo
condiciones de invernadero frente a patdgenos
como Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici
(Betancourt 1997), Rhizoctonia solani (Cérdenas
1999; Saldamando 1996), Botrytis cinérea y
Oidium sp (Moreno 2003) en tomate, Phythium
splendens en frijol y pepino (Cotes 1993),
Sclerotium cepivorum en cebolla de bulbo (Paris
& Cotes 2002) Sclerotinia sclerotiorum en
lechuga tipo batavia y Alternaria dauci en cilantro
(Villamizar et al 2004), demostrando la
versatilidad de esta cepa para el biocontrol de
fitopatdgenos de suelo y foliares.

De ahi que se hayan desarrollado diferentes
estrategias 0 sistemas de produccion masiva de
este hongo biocontrolador sobre varios sustratos
usando técnicas de fermentacion tanto liquida
como soélida para la obtencion de conidios en
rendimientos que alcanzan hasta 10° conidios/g
(Pefia 2002)

En los Ultimos afios, la caficultura organica viene
desarrollando el control bioldgico de plagas, tal el
caso del mal del alméacigo ‘“damping off”
(volcamiento) cuyo agente causal es uno de un
conjunto de hongos de los géneros Rhizoctonia,
Pythium, Phytophthora, Sclerotium y Fusarium.
(Chen 1987; Craft & Nelson 1996; Lewis et al
1992; Santos & Bettiol 2003)

La agricultura orgéanica constituye una fuente de
carbono y otros nutrientes que favorece la
actividad microbiana y mejora la estructura del
suelo, creando asi un medio ideal para el
crecimiento, cuya respuesta es variable y depende

del cultivo, tipo de suelo, factores climéticos,
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practicas de manejo y de las caracteristicas del
material utilizado (Cotxaterra et al 2002).
Incorporar abonos orgéanicos al agroecosistemas
provenientes de diferentes materiales vegetales y
animales ha demostrado tener ciertos efectos
supresivos hacia algunas enfermedades, debido a
una situacion especial de las poblaciones
microbianas (Craft & Nelson 1996; Hoitink et al
1997; Hoitink & Bohem 1999; Bulluck et al 2002;
Cotxaterra et al 2002). Algunos autores sefialan
que el fendbmeno de supresion de patdgenos de
suelo por la adicion de enmiendas organicas esta
asociado fundamentalmente al antagonismo
ejercido por estimulacion de la actividad
microbiana 'y que, como tal, debiera ser
considerado como un fenémeno de control
biolégico (Baker & Cook 1974). El efecto de las
enmiendas sobre la composicion cualitativa y
cuantitativa de la microbiota ha sido sefialado
como un indicador de la supresividad potencial de
este  método (Hoitink & Boehm  1999;
Dissanayake & Hoy 1999).

Por tal razon, el objetivo de esta investigacion fue
determinar el damping off usando como
biocontrolador a Trichoderma spp, en almécigo de
café en condiciones experimentales, en previos de
la Unidad Académica Campesina Carmen Pampa.

Materiales y métodos

Localizacion del lugar de estudio. La
investigacion se llevo acabo en instalaciones de la
Unidad Académica Campesina Carmen Pampa,
Campus Leahy, de la Unidad Académica
Campesina Carmen Pampa, ubicada en la
Comunidad Carmen Pampa, perteneciente al
municipio de Coroico, primera seccion de la
provincia Nor Yungas del Departamento de La
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Paz — Bolivia, situada a una altura de 1.850 msnm,
a 16° 20730 de latitud sur y 67° 50°30"" de
longitud oeste. La distancia de la ciudad de La Paz
a Carmen Pampa es de 1155 Km. (INE-MDSP-
COSUDE 1999)

La zona presenta una precipitacion de 1.853 mm,
una temperatura promedio anual de 17,5° C, una
velocidad media del viento de 0,81 m/s de
direccién norte-sur. (Estacional metereoldgica
Carmen Pampa 2006), pertenece al tipo bosque
himedo premontano tropical con una humedad
relativa del 75%, Holdridge (1987).

Unidad experimental. Se preparo dos alméacigos de
las siguientes dimensiones: 0,16 m de alto, 0,50 m
de ancho y 0,50 m de largo. Cada unidad fue
identificada como A y B, contenian 7 partes de
tierra negra, 2 partes de tierra del lugar y 2 partes
de arena fina, se sembré al voleo sin previa
desinfeccion a fin de enfermar los plantines de
café (Fig. 1). Las muestras de damping off se
sacaron del alméacigo para realizar la prueba de
antagonismo en laboratorio.

La siembra al voleo, con un total de 0,5 kg de
semilla que constan de 1500 unidades en granos
de café, Coffea arabica L. var. Caturra Amarillo,
posteriormente se cubrié con una capa de sustrato,
la germinacion fue a los 65 dias, donde se observo
la inestabilidad y un crecimiento no homogeéneo de
las pequefias plantas.

Material bioldgico. Se recolectaron plantines
infectados por el damping off (volcamiento), se
realiz6 su identificacion, obteniéndose dos
géneros, el que causa la necrosis y marchitamiento
de las plantulas de café en almacigo, géneros
Fusarium spp y Rhizoctonia spp.

Aislamiento del hongo fitopatbgeno. Para su
aislamiento, se desinfectaron las muestras con
hipoclorito de Sodio al 5%. Posteriormente se

colocd Agar Papa Dextrosa (PDA) en 2 placas de
Petri de 100x10 mm, se cultivaron partes
infectadas, hojas y raiz, luego se incubo a 30°C,
60% HR, por 6 dias. Posteriormente se identifico y
repicaron los hongos fitopatogenos Rhizoctonia sp
y Fusarium sp, a fin de obtener un cultivo puro, la
identificacion se realiz6 por medio de
comparaciones de estructuras de los micelios
(Agrios 1998; Finch 1997; Rodriguez 2002).

Obtencion del biocontrolador. Trichoderma spp,
fue obtenida del laboratorio de fitopatologia, de la
Unidad Académica Campesina Carmen Pampa
(UAC-CP) fueron cultivadas y mantenidas en
placas de Petri utilizando Agar Para Dextrosa
(PDA) mas acido lactico 250 puL/100mL, y fueron
mantenidos en forma pura en el laboratorio de
Fitopatologia de la UAC-CP, en condiciones
estables a 25°C, luz constante y 60% HR.

Conteo de conidios en cdmara de Neubauer. Del
cultivo de Trichoderma spp, Fusarium sp y
Rhizoctonia sp, las ufc se mezclaron con 2 mL de
agua destilada estéril, de esta suspension de colocd
0,05 mL en la cémara de Neubauer, y
observandose con un microscopio Olimpus CH31,
objetivo 40X.

Antagonismo en cultivo. Se utilizaron 20 placas de
Petri de 100x10 mm, se coloco 10 mL de medio de
cultivo PDA en cada placa de Petri, se cultivo las
cepas de Trichoderma spp, Fusarium sp y
Rhizoctonia sp, aplicando 20 pL/placa de Petri, la
concentracién conidial usando la camara de
Neubauer, fue de 3,38x10°mL de Trichoderma
spp, Rhizoctonia sp con 1,5x107/mL y Fusarium
sp 1,6x10/mL.

Toma de datos. La toma de datos se realiz6 a los 3,
6 y 9 dias mediante el conteo de cuadrantes, cada
cuadrante mide 5 mm en las placas de Petri, la

lectura se realiz6 en porcentajes. El disefio que se
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utilizo fue parcelas divididas en disefio
completamente al azar con dos factores, como
factor A tenemos a los hogos utilizados como los
tratamientos representando a la parcela principal y
como factor B las 3 mediciones en el tiempo (3, 6
y 9 dias) desde la inoculacion cada uno con 5
repeticiones siendo la sub parcela.

Resultados

Infeccion de las pléantulas en la Unidad
experimental.

Fig 1 Porcentaje de crecimiento cepas nativas de
Rhizoctonia sp y Fusarium sp en agar papa dextrosa
(PDA)
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La prueba Duncan (a = 0.05) indica que el fitopatdgeno
Fusarium sp tuvo un crecimiento significativo respecto a
Rhizoctonia sp.
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Fig. 2 Porcentaje de crecimiento a 3, y 9 dias de las
cepas nativas de Rhizoctonia sp y Fusarium sp en
Agar Papa Dextrosa (PDA)
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La prueba Duncan (o = 0.05) indica que a los nueve dias
existié una diferencia estadistica a los seis y tres dias, y a los
nueve dias existi6 un crecimiento comparado con los tres
dias.

Fig 3 Interaccién entre le tiempo de crecimiento de
las cepas nativas de Rhizoctonia sp y Fusarium sp y
el porcentaje de crecimiento en agar papa dextrosa
(PDA)
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La interaccion de las cepas nativas de Rhizoctonia sp y
Fusarium a los nueve dias no hay diferencia estadistica entre
ambos fitopatogenos, en tanto a los 3 y 6 dias, se observa
una arcada diferencia.
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Fig 4 Porcentaje de control de Trichoderma spp
sobre las cepas nativas de Rhizoctonia sp y Fusarium
sp en Agar Papa Dextrosa (PDA)
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La prueba Duncan (o = 0.05) indica que la aplicacion del
biocontrolador Trichoderma spp sobre la cepa nativa de
Rhizoctonia sp tuvo un crecimiento significativo respecto a
Fusarium sp, que se ha desarrollado en el medio de cultivo.

Fig 5 Porcentaje de control de las cepas nativas de
Rhizoctonia sp y Fusarium sp por Trichoderma spp a
los 3, 6, 9 dias en agar papa dextrosa (PDA)
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La prueba Duncan (a = 0.05) muestra que a los nueve dias
Trichoderma spp ejerce efecto biocontrolador de las cepas
nativas de Rhizoctonia sp y Fusarium sp, con relacion a las 3
y 6 dias de tratamiento.

Fig 6 Interaccion entre le tiempo y el porcentaje de
control de Trichoderma spp de las cepas nativas de
Rhizoctonia sp y Fusarium sp a los 3, 6 y 9 dias en
agar papa dextrosa (PDA)
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La interaccion de Trichoderma spp a los nueve dias con las
cepas nativas de Fusarium sp y Rhizoctonia sp, en tanto a los
3y 6 dias la interaccion era minima. El biocontrolador ejerce
una actividad progresiva en funcidn al tiempo.

Discusién

Al emprender el presente trabajo, el objetivo fue
determinar el “damping off” (volcamiento) con el
uso del biocontrolador Trichoderma spp, en
alméacigo de café, en previos de la Unidad
Académica Campesina Carmen Pampa. Enfocando
el control Dbioldgico como “el wuso de
microorganismos vivos para el control de otros
microorganismos”, especialmente en lo referente a
biofungicidas, cuya base es la relacion antagonica
entre  microorganismos, especialmente entre
“hongos patdgenos del suelo”, con otros habitantes
naturales del suelo, como de Trichoderma un
antagonista. También se tiene ciertas referencias
de control bioldégico de hongos del suelo y
nematodos, bajo el principio de la relacion de
competencia entre estos patdgenos y los
microorganismos del suelo, a través de la
incorporacién de abono organico (Languidez

1995)
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Las principales enfermedades del café son
causadas por hongos, principalmente roya
(Hemileia vastatrix), antracnosis (Colletotrichum
coffeanum), fomosis (Phoma spp.), (Phomopsis
sp.) y (Colletotrichum spp.), damping off
(Rhizoctonia solani) y otros; también sufre de
enfermedades  bacterianas, como mancha
aureolada (Pseudomonas syringae pv. Garcae).
Entre las plagas tenemos a insectos como minador
de la hoja (Perileucoptera coffeella) y la broca del
café (Hypothenemus hampei), &caros como, acaro
amarillo del café (Oligonychus ilicis) y nematodos
(Freire et al 2002).

Se determin6 que los agentes causales actlian en
lugares especificos de los plantines de café:

La infeccion por el género Fusarium sp penetré y
actud en la parte aérea de la plantula de café, su
sintoma fue una necrosis que empieza en la raiz y
termina en la parte aérea.

El género Rhizoctonia sp afecto las raices
primarias y secundarias, su sintoma fue Ila
formacion de estrias marrén rojizas ubicadas en
los primeros centimetros por debajo del suelo,
luego se marchitaron llegando a la senectud

El crecimiento de los fitopatdégenos a los nueve
dias no existe una diferencia estadistica entre
Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., pero ambas
muestran una diferencia estadistica los dias 3 y 6,
a los seis dias no existié diferencia estadistica
entre Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., pero son
diferentes comparando a los tres dias, de la misma
manera no existié diferencia significativa a los tres
dias entre Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., dando a
conocer que a los nueve dias tanto Fusarium sp. y
Rhizoctonia sp. tuvieron el mismo porcentaje de
crecimiento, de la misma forma a los seis dias
Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. tuvieron el mismo

crecimiento, asi como a los tres dias (Figura 5).
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