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RESUMEN

La mancha chocolate en el haba, es causada por el fitopatogeno Botrytis fabae S, este se
caracteriza por ser muy virulento y reducir hasta dos tercios el rendimiento del cultivo. El
presente trabajo se realizé con el objetivo de seleccionar e identificar hongos antagonicos
nativos de haba (Vicia faba L.) con capacidad de biocontrol hacia B. fabae S. Para aislar e
identificar estos hongos se colectaron muestras de la rizosfera de plantas de habas de cinco
distritos (Ilave, Acora, Juli, Plateria y Chucuito) de la Regién Puno - Pert1 y se determind
In vitro la capacidad antagonica de hongos nativos de haba hacia Botrytis fabae S. Para lo
cual, se realiz6 pruebas de antibiosis y micoparasitismo, con la produccion de metabolitos
solubles inhibitorios por los antagonistas y enfrentamiento dual del patégeno y
antagonista, en donde se evalud la inhibicion del crecimiento micelial del patdgeno y el
porcentaje de colonizacién del hongo antagénico respectivamente. Se logré aislar 17
cepas de hongos antagdnicos nativos de la rizosfera de habas y se identifico a los géneros
de Trichodermay Clonostachys como hongos antagonicos. La cepa TRCH-12 obtuvo el
valor mas alto con 54.6% a comparacion de las cepa TRCH-11 tuvo menor efecto hacia el
patogeno con 3.62% de inhibicion micelial. Asi mismo, 14 cepas pertenecientes al género
Trichoderma y una cepa de Clonostachys resultaron ser micoparasitos agresivos, que
completamente colonizaron al patdgeno. Sin embargo, cepas del género Trichoderma
TRI-1 (76.67 %) y TRCH-13 (73.33%) fueron los que mostraron ser micoparasitos no
muy agresivos para Botrytis fabae S.

ABSTRACT

The chocolate spot on the bean, is caused by the phytopathogen Botrytis fabae S, it is
characterized because of be very virulent and reduce up to 60% crop yield. This work was
carried out with the aim of selecting and identifying native antagonistic fungi from bean
(Vicia faba L.) with biocontrol capacity to B. fabae S. To isolate and identify these fungi
were collected samples from the rhizosphere of plants beans from five districts (Ilave,
Acora, Juli, Silverware and Chucuito) of the Puno region and was determined /» vitro
antagonistic capacity of these native fungi to Botrytis fabae S. For which, antibiosis and
micoparasitism testing were performed with production of inhibitory soluble metabolites
by the antagonists and dual confrontation for pathogen and antagonist, where was
evaluated the inhibition of mycelial growth of the pathogen and the percentage of
colonization of the antagonistic fungus respectively. It was isolated 17 isolates of native
antagonistic fungi from the rhizosphere of beans and it was identified to the genus
Trichoderma and Clonostachys as antagonistic fungi. The TRCH-12 isolate had the
highest value with 54.6% in comparison with the TRCH-11 isolate had less effect with
3.62% of mycelial inhibition of pathogen. Furthermore, 14 isolates belonging to the
genus Trichoderma and a isolate of Clonostachys proved to be aggressive mycoparasites
that completely colonized the pathogen. However, isolates of the genus Trichoderma
TRI-1 (76.67%) and TRCH-13 (73.33%) proved to be not very aggressive
mycoparasites for Botrytis fabae S.
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INTRODUCCION

Lahaba (Vicia faba L.) es una de las leguminosas mas
cultivadas, de gran valor nutritivo y ampliamente
utilizada tanto para consumo humano como forraje
para animales (Crepon et al., 2010). Este cultivo se ve
seriamente dafiado por enfermedades, siendo la de
mayor importancia la mancha chocolate causado por
B. fabae, este hongo ataca tallos, hojas, vainas y
flores, disminuyendo la produccién hasta en un 60%
(Ajquejay, 2013). Ademas, es una de las principales
enfermedades que causan perdidas econdmicas en el
cultivo de habas en la Regién Puno debido a los
escasos métodos de control del agente causal Botrytis
fabae; siendo el uso de hongos antagdnicos
rizosfericos nativos de habas una alternativa de
control ecologicay amigable con el medio ambiente y
asi incrementar la produccion organica del cultivo en
laregion.

En el suelo existen diversos microorganismos con
capacidad antagdénica hacia fitopatdégenos, pero el
mas estudiado es Trichoderma. Este es un hongo
saprofito que ha sido aislado comtiinmente del suelo,
superficie de las raices de las plantas, sobre cortezas
en descomposicidn, en el interior de troncos, y sobre
otros hongos (Howell y Stipanovic, 1995). Algunas
especies de Trichoderma .

El control biolégico con microorganismos
antagonistas comenzd a ser investigado de forma
constante a partir de los afios 80 (Hernandez-
Lauzardo et al. 2007). Gran parte de las
investigaciones referentes al control biologico que se
han realizado con hongos filamentosos, con especies
de Trichoderma y Clonostachys, de estos dos
géneros, Trichoderma, es el que ha recibido mayor
atencion, ya que se conoce que especies de este
género son capaces de actuar como agente de control
bioldgico contra fitopatogenos (Harman, 2006) como
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium
ultimum y Fusarium oxysporum, causantes de
enfermedades importantes en cultivos rabano, clavel,
frijol, tomate, cafeto, haba y citricos entre otros
(Tovar, 2008).

Asi mismo, estas especies de Trichoderma
normalmente son consideradas como habitantes

saprofitos del suelo, pero algunos existen en las
plantas hospedantes como simbiontes que interactiian
con laplanta (Harman et al., 2004) y son ampliamente
utilizadas como agente de control bioldgico contra
varios hongos fitopatdgenos y nematodos, otras para
la produccion de enzimas y antibidticos activos contra
hongos, bacterias y células cancerigenas humanas, en
la biorremediacion de ambientes contaminados, y
como fuente de genes para la obtencidén de plantas
transgénicas (Harman, 2000; Howell, 2003). Asi
mismo, Trichoderma harzianum se ha utilizado en el
control de hongos como Botrytis cinerea en uvas y
manzana, controlando parcialmente la enfermedad in
situ (Latorre et al., 1997).

Los mecanismos de biocontrol atribuidos a
Trichoderma spp. son: micoparasitismo, competencia
por los nutrientes y antibiosis, siendo el
micoparasitismo el principal mecanismo de accion de
este hongo. Este biocontrolador cubre al hongo, ataca
y penetra en sus células causandole un dafio extensivo
alterando y degradando la pared celular, causa
retraccion de la membrana plasmatica y
desorganizacion del citoplasma (Tronsmo and Raa,
1997).

Esta investigacion pretende aislar e identificar
hongos antagdnicos nativos de la rizésfera de haba
(Vicia faba L.) y determinar In vitro la capacidad
antagénica de hongos nativos de haba hacia Botrytis
fabaeS.

MATERIALES Y METODOS

- Aislamiento e identificacion de hongos antagénicos

Durante el mes de febrero 2015, se colectaron
muestras de suelo de la rizosfera de plantas de habas
de la variedad gigante de Copacabana de cinco
campos de cultivos en horas de la mafiana entre7 a 9
am en los distritos Chucuito, Acora, Plateria, Ilave,
Juli de la regién Puno - Perd. Por cada campo de
cultivo se selecciono tres plantas al azar . las muestras
fueron depositadas en bolsas de papel, posteriormente
estas fueron llevadas al laboratorio de Fitopatologia
para su procesamiento. Para el aislamiento de estos
hongos a partir de la rizésfera se realizd mediante el
método de diluciones seriadas, se extrajo 1ml de la
dilucion madre y fue diluido en 9ml de agua destilada
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esteril (ADE ) en tubos de ensayo, hasta conseguir la
dilucion deseada (10-3). Se tomo 1ml (de la dilucion
final) para ser transferido a placas Petri y asi mismo se
incorpor6 20 ml de medio papa sacarosa agar (PSA),
luego fueron incubadas a 25°C. Para la identificacion
se realizd observaciones de las caracteristicas
culturales de la colonia y microscopicas, utilizando
las claves de Barnett (1998) & Barron (1968). Las
cepas identificadas como posibles hongos
antagonicos fueron purificadas para las pruebas de
antagonismo /n vitro.

- Aislamiento de Botrytis fabae

Para el aislamiento de B. fabae se realizo6 a partir de
hojas infectadas con el patdgeno de plantas de habas
de tres meses de edad , estas fueron desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 2% durante 3 minutos y
enjuagadas con agua destilada estéril, luego que se
sembro trozos de tejido de 0.5cm2 en placas petri
conteniendo medio de cultivo PSA e incubadas a
25°C durante 7 dias. (Guadarrama et al., 2006)

- Capacidad antagonica (Metodologia de Bailey et al.,
2008, modificado).

Para la prueba de antibiosis, se produjo metabolitos
secundarios solubles inhibitorios de las 17 cepas
seleccionadas de los hongos antagoénicos de los
géneros Trichoderma y Clonostachys. Para lo cual,
las cepas se sembraron en placas petri conteniendo
medio PSA e incubados a 25°C para promover la
esporulacion. A partir de colonias de 5 dias de edad
del hongo antagdnico, se obtuvieron 4 discos de Smm
de diametro de medio PSA, estos discos fueron
depositados en matraces con caldo de extracto de
malta (60ml). Estos fueron agitados a 110rpm en el
agitador orbital durante siete dias. Posteriormente, el
micelio fue removido por filtracion, luego se extrajo
15ml del filtrado y se coloco en bafio maria a 90°C por
una hora, después se agreg6 PSA (2% de agar) de
igual volumen y se transfirieron en placas petri, de 55
x 15mm en el centro de las placas se inocularon Smm
de medio con micelio del patdgeno Botrytis fabae S.
de una edad de crecimiento de 10 a 15 dias
respectivamente, se realizd tres repeticiones por
filtrado y las placas fueron incubados a temperatura
de 25°C. Para los controles se utilizé un se preparo
solo con el filtrado del correspondiente un caldo de
extracto de malta .sin indculo inocular los
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antagonistas. La inhibicién del crecimiento micelial
de Botrytis fabae S., se registro como la diferencia
entre la media del crecimiento radial en la presencia y
ausencia del filtrado fungal.

Para la prueba de Micoparasitismo (Metodologia
utilizada por Bailey et al., 2008, modificado), se
realizé la prueba de enfrentamiento dual, en donde se
colocd discos de patdgeno de 5Smm a un extremo de la
placa petri e incubado durante tres dias a 25°C.
Posteriormente se extrajo un disco de Smm de
diametro de indculo de una colonia joven de cepas de
hongos antagénicos y fue enfrentado por el patdogeno
en una placa petri (9 cm de didmetro) se realizo 3
repeticiones (placas petri) por cada cepa de hongos
antagonicos, las placas fueron incubadas a 25°C. Por
cada tratamiento (cepa de hongo antagdnico) al cabo
de trece dias de incubacion, con la ayuda de un
sacabocado de 5mm de didmetro se extrajo diez
discos cerca al punto de in6culo del patégeno y fueron
localizados en placas conteniendo medio PSA e
incubados a 25°C y se observé el crecimiento del
hongo antagonico o el patdgeno, y se determiné el
porcentaje de colonizacidén del hongo antagénico.

- Analisis Estadistico

El disefio estadistico que se empled para la prueba de
control /n vitro fue el diseflo completamente al azar
(DCA), se trabajo con 17 tratamientos y 3
repeticiones o placas, el pardmetro que se evalud en
esta prueba fue el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial radial se tuvo que expresar en
grados, para tal proposito se extrajo el arcoseno de la
raiz cuadrada de la proporcion del porcentaje de
inhibicion, multiplicada por 180/m, luego se
analizaron utilizando el programa
InfoStat/Profesional version 1.1 (InfoStat, 2002).,
realizando los analisis de varianza (ANVA), prueba
de Duncan, aunnivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de hongos antagonicos
nativos de larizosfera de haba (Vicia fabaL.).

Los géneros que se lograron identificar en la rizosfera
de habas en los cinco distritos de la Region Puno
como antagonistas fueron Trichoderma sp y
Clonostachys sp. En la tabla 1 se muestran el nimero
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de cepas que fueron aisladas de larizosfera de haba de
cinco distritos de la Regién Puno. De los Distritos de
Ilave y Acora se identificd y selecciond una cepa del
género Trichoderma, en el distrito Juli se identifico
dos géneros, siendo tres cepas del género
Trichoderma y una cepa del género Clonostachys, en
el distrito de Plateria se identifico cuatro cepas del
genero Trichoderma y en el distrito de Chucuito se
identifico 7 cepas de Trichoderma sumando un total
de 17 cepas identificadas y seleccionadas de hongos
antagdnicos nativos de larizésfera de haba.

Tabla 1: Numero de cepas de hongos antagonicos aislados de
la rizésfera de Vicia faba L. en cinco distritos de la Regién
Puno.

GENERO DE TOTAL
DISTRITOS HONGOS CEPAS DE
ANTAGONICOS CEPAS
ILAVE Trichoderma TRI-1 1
Trichoderma TRJ-2, TRJ-3, TRJ-4 3
Jutt Clonostachys CLRF5 1
ACORA Trichoderma TRA-6 1
PLATERIA Trichoderma TRPL-7, TRPL-8, TRPL- 9, TRPL-10 4
CHUCUITO | Trichoderma | TRGHIL TRCRI2 TRCR 3, TRCH [
TOTAL 17

Los géneros que se lograron identificar en la rizésfera de habas
en los cinco distritos de la Regién Puno como antagonistas
fueron Trichoderma sp y Clonostachys sp (Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas culturales y microscépicas de hongos
antagonistas. A) Desarrollo de la colonia de Trichoderma en
medio PSA. B) Conidias y conidi6foros de Trichoderma. C)
Desarrollo de la colonia de Clonostachys en medio PSA. D)
Conidias y conidiéforos de Clonostachys. (40X).

Capacidad antagonica de hongos nativos de haba
hacia Botrytis fabae S.

Antibiosis

En la figura 2, se observa el efecto de los metabolitos
secundarios de 17 cepas de hongos antagdnicos en la
inhibicion micelial Botrytis fabae S., en donde se
encontr6 que existen diferencias significativas entre las
cepas. Los metabolitos obtenidos del género
Trichoderma tuvieron mayor efecto sobre Botrytis fabae
S. con valores comprendidos entre 54.6% de inhibicion
micelial en comparacion de Clonostachys con 5.28%.

Del total de cepas estudiadas, los metabolitos
secundarios obtenidos de la cepa TRCH-12 obtuvo el
valor mas alto con 54.6% en la inhibicion micelial del
patogeno (Figura 3), seguidos de TRPL-9, TRCH-
17, TRI-1que obtuvieron valores de 33.71%; 27.15%
y 23.98 % respectivamente; asi mismo, los
metabolitos de TRA-6, TRJ-3, TRCH-13, TRCH-
15, TRPL-10, TRJ-2, TRCH-14 y TRPL-7,
mostraron valores considerables entre 19.23% al
8.45%. Sin embargo, las cepas TRPL-8, TRCH-16,
CLRJ-5, TRJ-4 y TRCH-11 tuvieron menor efecto
hacia el patdgeno con 5.88%, 5.73%, 5.28%, 4.75%y
3.62% de inhibicién micelial respectivamente.
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Figura 2: Porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis fabae S.
en presencia de metabolitos secundarios de cepas de hongos
antagonicos nativos de: Clonostachys (CIRJ-5), Trichoderma
(TRI-1, TRJ-2, TRJ-3, TRJ-4, TRA-6, TRPL-7, TRPL-8,
TRPL- 9, TRPL-10, TRCH-11, TRCH-12, TRCH-13, TRCH-
14, TRCH-15, TRCH-16, TRCH-17). Las letras diferentes
indican diferencias significativas (p=0.05)

TESTIGO

Figura 3. Comportamiento del crecimiento micelial de Botrytis
fabae S., en presencia de metabolitos inhibidores de las cepas
de hongos antagoénicos nativos del género Trichoderma (cepas
TRJ-4y TRCH-12) en comparacion al testigo.
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Micoparasitismo

En la figura 4 se observa el porcentaje de
micoparasitismo de Botrytis fabae S. por hongos
antagonicos nativos, donde las 17 cepas evaluadas,
resultaron ser micoparasitos presentando valores
comprendidos entre 73.33 a 100% de colonizacion
del patdégeno por las cepas de los géneros
Trichoderma y Clonostachys, siendo 15 cepas que
completamente colonizaron al patégeno y fueron
considerados como micoparasitos mas agresivos, a
tal punto que el patdgeno no puedo ser recuperado
(Figura 6), a diferencia de las otras cepas como TRI-1
(76.67 %)y TRCH-13 (73.33%).
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Figura 4: Porcentaje de micoparasitismo de Botrytis fabae S.,
en presencia de cepas de hongos antagonicos nativos de la
rizbsfera de habas: Clonostachys (CIRJ-5), Trichoderma (TRI-
1, TRJ-2, TRJ-3, TRJ-4, TRA-6, TRPL-7, TRPL-8, TRPL- 9,
TRPL-10, TRCH-11, TRCH-12, TRCH-13, TRCH-14, TRCH-
15, TRCH-16, TRCH-17)

Figura 5. Resultado de la prueba de micoparasistismo.A, By C.
Colonizacién de cepas de Trichoderma (TRPL- 9, TRCH-13)
en placas precolonizadas por Botrytis fabae S (TEST).D,EyF.
Reaislamiento de Botrytis fabae S. a partir de colonias
micoparasitadas por cepas de Trichoderma (TRPL-9 y TRCH-
15) en comparacion al testigo (TEST).
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DISCUSION

Seglin las claves taxonomicas de Barnet (1998) y
Barron (1968), 16 cepas de hongos aislados de la
rizésfera de habas pertenecen al género Trichoderma
por presentar las siguientes caracteristicas:
Conidioforos hialinos, erectos, ramificados, no
verticilados, fidlides simples o en grupos; conidia
hialina, unicelulada, ovoide, nace en grupos de
conidias; saprofitos de suelo y de madera, muy comtin
algunas especies como parasitos de hongos. Sin
embargo, una cepa pertenece al género Clonostachys
por presentar las siguientes caracteristicas:
conidiéforos septados, la porcion superior lleva
ramificaciones peniciladas como una escoba, similar
al género Penicillium; conidia hialina, con brillo
cuando estd en masas, unicelulada, producido
apicalmente en forma sucesiva en masas
mucilaginosas; saprofito y comun en el suelo.

Los resultados en la prueba de antibiosis indican que
una cepa del género de Trichoderma fue significativo
(TRCH-12) con un 54.60% de inhibicion micelial de
B. fabae, similares resultados concuerda con el
trabajo realizado por Ciancas (2006), en donde evalud
la actividad antagénica de la cepa Trichoderma
inhamatum Bol 12 QD-1, mostrando una efectividad
del 80 %y 61 % respectivamente hacia B. cinerea. Asi
mismo, Espinal et al. (2010), indican la actividad
biocontroladora de Trichoderma inhamatum frente a
Botrytis fabae fue 51. 21 % de inhibicion micelial del
patogeno..

Ademas, los resultados concuerdan con lo reportado
de varios trabajos de investigacion, donde mencionan
que especies de Trichoderma son antagonistas de
varios patdgenos de plantas. Bailey et al. (2008),
demuestran la importancia de sustratos de
crecimiento en la produccién de metabolitos
inhibitorios solubles a M. roreri; asi mismo, indica
que cepas de Trichoderma endéfito, llegaron a inhibir
el crecimiento de M. roreri hasta un 50%. Resultados
similares fueron obtenidos en este estudio donde se
obtuvo valores de inhibicion hasta un 54.6% por la
cepa TRCH-12. Asi mismo, Mpika et al (2009),
reporta que aislamientos de Trichoderma de la
rizésfera de cacao, redujeron el crecimiento micelial
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de P. palmivora en mas del 50%. Un caso de
micoparasitismo, fue observado en un estudio que
realizaron Mejia, et al. (2008), donde una cepa de
Trichoderma de cacao parasito el micelio de M.
roreri. Ademas, Bailey et al. (2008), indican que
cepas de Trichoderma inhibieron completamente el
crecimiento de M. roreri en la seleccion de antibiosis
pero no tuvieron efecto en micoparasitar; sin
embargo, nuestros resultados fueron lo contrario,
donde todas las cepas micoparasitaron e inhibieron el
crecimiento micelial de B. fabae. Siendo la cepa
TRCH-12 quién presento una alta actividad de
antibiosis y micoparasitismo para B. fabae.

Sin embargo, en el trabajo de investigacién de
Guadarrama et al. (2006), indica tanto como el testigo
y el control bioldgico Trichoderma harzianum se
presentd una inhibicion en menor grado de un 4% y
8%, lo cual concuerda con los resultados de esta
investigacion, donde cuatro cepas ( TRPL-8, TRCH-
16; TRJ-4 y TRCH-11) tuvieron menor efecto con
valores menores a 5. 88% de inhibicién micela de B.
fabae.

En general, especies de Trichoderma antagonizan a
los fitopatdgenos por competencia, parasitismo,
antibiosis 6 por una combinacion sinérgica de estos
modos de accidén (Haggagetal.,2001)

Por otro lado, el género Clonostachys tuvo efecto en
micoparasitar a B. fabae, lo cual concuerda con
Zaldua y Sanfuentes (2010), donde cepas de
Clonostachys rosea, tuvieron efecto sobre Botrytis
cinerea, con los metabolitos volatiles, se redujo el
crecimiento micelial de B. cinerea hasta 87% y con
los metabolitos difusibles hasta 73%; sin embargo, en
nuestros resultados la cepas de Clonostachys (
CLRIJ-5) presento un 5.28% de inhibicién y un 100 %
de colonizacion, esto nos indica que el mecanismo de
accion de esta cepa es el micoparasitismo hacia B.
fabae. Ademas, en el trabajo de Guerrero et al (2014)
en su trabajo de investigacion sobre Sclerotium
rolfsii, se observd que Clonostachys fue menos
efectivo en el biocontrol de Sclerotium rolfsii.

CONCLUSIONES

Se logrd aislar 17 cepas de hongos antagdnicos
nativos de la rizosfera de habas de cinco distritos de la
Region Puno (Ilave, Acora, Juli, Plateria y Chucuito)
y se identificd a los géneros de Trichoderma y
Clonostachys como hongos antagdnicos.

De la prueba de antibiosis, los metabolitos
secundarios obtenidos del aislamiento TRCH-12
obtuvo el valor mas alto con 54.6% en la inhibicion
micelial de B. fabae, seguidos de TRPL-9, con
33.71%; a comparacioén de las cepa TRCH-11 tuvo
menor efecto hacia el patégeno con 3.62% de
inhibicién micelial respectivamente.

Enlaprueba de micoparasitismo, 14 cepas pertenecientes
al género Trichoderma y una cepa de Clonostachys
resultaron ser micoparasitos agresivos, que
completamente colonizaron al patégeno (100%). Sin
embargo, cepas del género Trichoderma TRI-1 (76.67
%)y TRCH-13 (73.33%) fueron los que mostraron ser
micoparasitos no muy agresivos para Botrytis fabae S.
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