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'Flor Yacmini Fernandez Yrigoin 2019. Cladosporium spp., antagonico a
Cercospora  coffeicola  Berk. & Cke, Drechslera turcica Pass. vy
Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht”. Tesis Ingeniero Agrbnomo. Facultad de
Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Cajamarca — Per.

RESUMEN

El presente trabajo de investigacién, tuvo como objetivo, analizar los
aislamientos de las cepas de Cladosporium spp.; antagénicos a tres
fitopatdgenos; Cercospora coffeicola Berk. & Cke, Drechslera turcica Pass. y
Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht”. Se aislaron 35 cepas de
Cladosporium spp., confrontandose cada uno ellos en condiciones “in vitro”;
seleccionandose las cepas C2, C11, C17, C24, para C. coffeicola y C2, C11,
C26, C34, para D. turcica, y en foliolos de rosa afectados con P. mucronatum,
se seleccion6 C9, C24, C26 y C31. Destacando C11, C24 para C. coffeicola, con
60.76% y 57.41% de inhibicion respectivamente y para D. turcica, C1l1
(46.66 %), C34 (46.03 %), C2 (45.48), C26 (42.89 %). Las cepas que mostraron
mayor efectividad de parasitismo sobre uredosporas de P. mucronatum fueron
C24 (98 %), C26 (95 %) y C31 (94.5 %).

Palabras clave: Cladosporium, antagonismo, Cercospora coffeicola, Drechslera turcica,
Phragmidium mucronatum.

1 Bachiller en Agronomia de la Facultad de Ciencias Agrarias.
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' Flor Yacmini Fernandez Yrigoin 2019. “Cladosporium spp., Antagonistic to
Cercospora coffeicola Berk. & Cke., Drechslera Turcica Pass. and
Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht”. Agronomist Engineer thesis. Faculty of
Agricultural Sciences. National University of Cajamarca — Peru.

ABSTRACT

The objective of this research work was to analyze the isolates of
Cladosporium spp. antagonistic to three phytopathogens; Cercospora coffeicola
Berk. & Cke, Drechslera Turcica Pass. and Phragmidium mucronatum (Per.)
Schlecht. 35 strains of Cladosporium spp. Were isolated, each confronting them
under "in vitro" conditions; selecting strains C2, C11, C17, C24, for C. coffeicola
and C2, Cl11, C26, C34, for D. turcica, and in rose leaflets affected with
P. mucronatum, C9, C24, C26 and C31 were selected. Highlighting C11, C24 for
C. coffeicola, with 60.76% and 57.41% inhibition respectively and for D. turcica,
C11 (46.66%), C34 (46.03%), C2 (45.48), C26 (42. 89%).The strains that showed
greater effectiveness of hyperparasitism on P. mucronatum uredospores were
C24 (98%), C26 (95%) and C31 (94.5%).

Keywords: Cladosporium, antagonism, Cercospora coffeicola, Drechslera turcica,
Phragmidium mucronatum.

1 Bachelor in Agronomy from the Faculty of Agricultural Sciences.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El uso de agroquimicos en la agricultura, estd causando alteraciones
ambientales irreversibles. A medida que progresa la modernizacién agricola, los
principios ecologicos son continuamente ignorados; en consecuencia, los

ecosistemas modernos son inestable (Altieri y Nicholls 2007).

Desde la invencién del “caldo bordalés” (1887) (Cano et al. 2004), el control de
fitoenfermedades, se baso en la utilizacién de productos quimicos; sin embargo,
a lo largo del tiempo se demostr6 que el uso indiscriminado de éstos, ha
perjudicado la salud del hombre y los animales, ademas de alterar la vida de
micro y macroorganismos de los ecosistemas (de Bauer 2002). El dafio
inmediato lo contrae el operador de los pesticidas, seguido por los consumidores
y la contaminacion del medio ambiente; es conveniente hacer notar, que el uso
de estos productos, ha permitido la adquisicion de resistencia de diferentes
especies de fitopatdogenos (Santos et al. 2010). Estos son claros signos, que el
control de plagas y enfermedades, utilizando pesticidas, ha llegado a su limite.
Siendo necesario aplicar estrategias basadas en los principios ecoldgicos,
haciendo uso de paquetes de “Manejo integrado”; de ésta manera, aprovechar

al maximo, los beneficios de la biodiversidad en la agricultura.

Existen diversos métodos de control biolégico de enfermedades de las plantas.
Uno de ellos es el empleo de microorganismos antagonistas, debido, a que su
accion, facilita la disminucion del inéculo, o la reduccion de la patogenicidad
(Mont 2002); por otro lado, los mecanismos de accion de los antagonistas, se

realiza a través de antibiosis, competencia por espacio 0 nutrientes,



interacciones directas con el patdégeno (micoparasitismo Yy lisis enzimética) e

induccion de resistencia (Fernandez-Larrea 2001).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente realizamos la presente
investigacion, destacando a Cladosporium spp., como potencial alternativo a tres
fitopatdgenos fungosos en hojas de Cafeto (Coffea arabica L.), maiz (Zea mays L.)

y rosa (Rosa canina L.).

Objetivo

Analizar los aislamientos de las cepas de Cladosporium spp., antagonicos a tres
fitopatdogenos; Cercospora coffeicola Berk. & Cke., Drechslera turcica Pass. y

Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht”



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de control biolégico

Cada especie de organismo conforman un sistema complejo de vida, luchando
constantemente por su existencia; ocurriendo entre ellos relaciones ecologicas
de diferente tipo; la poblacién de antagonistas ocasiona la muerte a patégenos;
principio ecolégico conocido como control biologico (Mont 2002), existe una
interaccion entre patdgenos potenciales y sus antagonistas, contribuyendo que
en la mayoria de los casos no se desarrolle una enfermedad

(Fernandez-Larrea 2001).

La definicion de “control biolégico” todavia es controversial; para Baker (1989)
y Cook (1989), corresponde a la reduccion de la densidad del in6culo del

patégeno; limitandose la patogénesis, de éstos en el hospedero.

Ezziyyani et al. (2006), reporta a diferentes especies de los géneros Rhizobium,
Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma, Streptomyces, como los que los

microorganismos mas utilizados en el control biolégico.

Agrios (2005), sostiene que existen diferentes practicas de control biolégico y
algunos métodos culturales ayudan a mejorar la resistencia del hospedero,
debido a que favorecen el crecimiento y desarrollo de microorganismos

antagoénicos al patégeno.



El control biolégico en Peru, dentro del marco del manejo integrado de los
cultivos, tiene mas de 100 afios, tomando mayor impulso a partir del afio 1995
con el incremento de las exportaciones de productos horticolas. Destacando al
uso de microorganismos antagonicos como alternativa de control méas efectivo e

inécuo que los fungicidas agricolas comerciales (Bettiol et al. 2014).

2.2. Referencias de microorganismos fungosos antagénicos

Se ha demostrado que las levaduras y hongos filamentosos, son organismos
antagonicos eficaces para fitopatdbgenos fungosos. Destacando a
Cladosporium herbarum y Penicillum sp., en la disminucion de la patogénesis de
Botrytis cinerea en flores (Agrios 2005); este patégeno, muestra susceptibilidad
a algunas especies de Cladosporoium, saproéfito que se encuentra como
habitante natural de las partes aéreas de las plantas de mora (Rubus sp.)
(Calvo-Araya et al. 2012).

La mayoria de especies del género Cladosporium, son considerados saprofitos;
34 de estas especies, estan asociadas a otros hongos, de éstos, solo algunos
son considerados antagonistas o hiperparasitos, utilizados como controladores
biologicos. Se tiene conocimiento que los antagonistas sintetizan alrededor de
130 compuestos diferentes; con propiedades antivirales y antifingicas
(Torres-Sanchez 2015).

La diseminacion del in6culo en un suelo agricola, de Cladosporium sp.,
Epicoccum sp., y Trichoderma sp., cuando germinan y desarrollan en la materia
organica en proceso de descomposicion, inhiben el ataque de fitopatdogenos; es
el caso de los inductores de cancros en arboles frutales (Nectria galligena y
Cytospora sp.). Aplicaciones de Trichoderma spp., en la parte aérea de frutales,
reduce la pudricion de frutos por Botrytis cinerea, durante la cosecha y en el

almacén (Agrios 2005).

En condiciones “in vitro” e invernadero, Cladosporium sp., demostrd
hiperparasitismo en Puccinia horiana Henn., causante de la roya blanca del

crisantemo (Dendranthema grandiflora Tzvelev); el antagonista, en condiciones
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de laboratorio, en cinco dias, coloniz6 de 79 a 84 % de pustulas de P. horiana y
en invernadero, la efectividad fue de 84 %. (Garcia-Velasco et al. 2005). Estudios
similares realizados por Assante et al. (2004) y Morica et al (2001) reportaron, a
Cladosporium tenuissimum Cke como hiperparasito de Cronatium flaccidum en

pino (Pinus sp.) y Uromyces appendiculatus en frijol (Phaseolus vulgaris).

Se tiene reportes que C. tenuissimum, inhibe la germinacion del indculo y
crecimiento de micelio de diferentes fitopatdgenos, lo cual se debe a la accion
de los metabolitos, antibidticos, enzimas y toxinas, destacando entre estas,
cladosporoll (C20H160s6), quien actia inhibiendo la sintesis de glucana
(Assante et al. 2002, 2004).

Rojas-Martinez et al. (2015) manifiestan que C. pseudocladosporoides y
C. cladosporioides sintetizan diferentes metabolitos secundarios; siendo éstos,
los responsables de afectar el crecimiento de Phytophthora acerina y

P. ramorum.

Experimentalmente se ha demostrado la existencia de hongos antagonistas a
hongos fitopatdogenos de la parte aérea de las plantas; destacando entre estos a
Chaetomium sp., inhibiendo la produccion de ascosporas de Venturia inaequalis
(Agrios 2005) y conidios del anamorfo Spilocaea pomi (Roncal 2004), este tipo
de antagonismo se ha observado en hojas desprendidas y las que estan en
desarrollo. Tuberculina maxima actia como parasito de la roya ampulante del
pino blanco (Pinus pseudostrubus.), Cronartium ribicola; Darluca fihim y
Verticillium lecanii parasitan algunas royas; Ampelomyces quisqualis

hiperparasitan el micelio de las cenicillas (Agrios 2005).

En Cajamarca diferentes especies del género Oidium como Oidium ligularis
MSRO en granadilla (Passiflora ligularis); O. betaceae MSRO en berenjena
(Ciphomandra betaceae); O. spinosa en tara (Tara spinosa); O. hookeriana MSRO en
mutuy (Senna cajamarcae H.S) y O. mollisima MSRO en poroporo
(Passiflora tripartita (Juss.) Poir.) (Roncal y Roncal 2015), son hiperparasitados

por Ampelomyces spp. (Roncal 2011).



Tilletiopsis sp., parasita a Sphaerotheca fuligena hongo de la cenicilla del pepino
(Solanum maricatum) y Sphaerotheca fuligena, Gonatobotrys simplex y el
Ascomycete Nectria inventa, parasitan a dos especies del género Alternaria
(Agrios 2005).

Algunas enfermedades foliares, se han reducido en mas de un 50% al rociar a
las hojas con suspensiones de esporas de hongos comunes del filoplano, como
Alternaria sp., Cochliobolus sp., Septoria sp., Colletotrichum sp. y Phoma sp., o
bien con esporas de los hiperparasitos Ampelomyces quisqualis sobre
Sphaerotheca fuliginea; in6culo de Darluca filum contra Puccinia recondita
causante de la roya morena de cereales y conidios de Verticillum lecanii para
controlar la roya del clavel (Agrios 2005) causado por Uromyces cariophylinus
(Medina 2003). Ninguno de los hiperparasitos descritos en este contenido se ha
utilizado en forma masiva (Agrios 2005).

Darluca sp., en Cajamarca se ha encontrado como hiperparasito en uredosporas
de: Melampsora humboltiana patégeno de la roya de sauce llordn;
Uromyces caryophyllinus causante de la roya del clavel y Uromyces sp.,

patogeno de la roya del geranio (Quir6z y Roncal 2010).

2.3. Mecanismos de accion de los microorganismos antagonistas

Los microorganismos antagonicos tienen diferentes formas de accion, y la
combinacion de éstos, es una caracteristica importante para ser seleccionado
como controladores bioldgicos, si el antagonista posee varias formas de accion,
se reduce el riesgo de ocasionar resistencia en fitopatdgenos potenciales
(Mondino y Vero 2006).

Los mecanismos de accion, por ahora determinados, corresponden a:

2.3.1. Antibiosis

El antagonista causa la detencion o destruccién del patdgeno a través sustancias

toxicas (Cafiedo y Ames 2004). Este proceso corresponde a la interaccidon entre
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el antagonico y el patdégeno; el primero libera metabolitos enzimas hidroliticas,
metabolitos secundarios volatiles y pequefias moléculas toxicas, responsables
de ejercer dafio a uno o varios fitopatdgenos; ademas de los antibiéticos y otros
productos toxicos volatiles como el cianuro de hidrégeno; éstos afectan el
crecimiento celular de los microorganismos dafiinos (Michel 2001 y Pérez 2004).
Trichoderma spp., tiene la capacidad de producir diferentes metabolitos
antibigticos; entre estos la Trichodermina, gliotoxina y viridina
(Infante et al. 2009).

2.3.2. Competencia

La competencia surge cuando al menos dos organismos requieren para su
funcionamiento el mismo alimento. El consumo que realiza uno de ellos, reduce
la cantidad nutrientes disponibles para el otro, afectando de esta manera su
proliferacion (Robles 2012). Se han determinado diferentes tipos de

competencia.

a) Competencia por nutrientes, en la naturaleza se ha determinado, que los
microorganismos compiten fundamentalmente por carbono (C), nitrégeno (N) y
hierro (Fe), si éstos estdn en exceso, no hay competencia
(Fernandez-Larrea 2001). La competencia por carbono y hierro ocurre en el
suelo, ambos elementos permiten la germinacion de esporas; la deficiencia de
uno de ellos, limita dicha germinacion; fendmeno denominado “fungistasis”
(Bengochea et al. 2014). Botrytis cinerea y Penicilium expansun, son ejemplo
clasico de microorganismos dependientes de nutrientes

(Fernandez-Larrea 2001).

b) Competencia por espacio, la competencia por espacio, oxigeno y luz,
también ha sido evaluada, considerando a las levaduras como eficaces
colonizadoras de la superficie de las plantas, y se destaca la produccion de
materiales extracelulares (polisacaridos) que restringen el espacio para la

colonizacion por otros microorganismos (Fernandez-Larrea 2001).



2.3.3. Internacién directa con el patdbgeno

Se da a través del micoparasitismo (a), entre antagonista y patdgenos; el
patégeno sirve de alimento al antagonista; éste, degrada a los componentes de
las paredes celulares del patégeno a través de la sintesis de exoenzimas
hidroliticas para facilitar la degradacion, principio también conocido como lisis
enzimatica (b), las enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente estan
conformadas por quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes
celulares del patdgeno u hospedante y para facilitar la penetracién de las hifas
del antagonista (Durdn y Mosquera 2007).

Especies del género Sphaerellopsis (Darluca) viven en pustulas de Uredinales.
Por ejemplo, S. filum puede parasitar uredosporas y teliosporas de royas de
diferente especie. Trichoderma viride, hiperparasita a Rhizoctonia solani,
Pythium sp, entre otros (Mont 2002).

2.3.4. Induccién de resistencia

Las plantas por naturaleza, producen diferentes moléculas, no necesariamente
dafiinas a patdgenos, pero si con propiedades de defensa ante el ataque de
cualquier fitopatégeno (Sticher et al. 1997). Este mecanismo ha sido
comprobado en Trichoderma harzianum Rifai; quienes producen enzimas
inductoras de resistencia sistémica, contra Botrytis cinerea Pers Fr. en fresas

(Fragaria vesca) (Martinez et al. 1999).

2.4. Caracteristicas morfolégicas y taxonomia de Cladosporium sp.
2.4.1. Morfologia

En el hospedero y en medio de cultivo PDA, presenta micelio, constituido por
hifas septadas que en conjunto se dejan ver de colores gris, gris claro, gris
oscuro, dependiendo del tipo de aislamiento (Roncal 1993); el micelio desarrolla
en la superficie y en el tejido interno y externo del hospedero. Las hifas, son
consistentes, con abundante ramificacidén, presentan septos pronunciados, las

paredes celulares conforman un tejido liso, ocasionalmente rugosa y subhialina,
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o ligeramente pigmentado, que en algunas especies es de color marrén oscuro.
Las células que conforman las hifas, a menudo se hinchan, formando
agregaciones densas (Bensch et al. 2012). El conidiéforo, es el resultado de la
ramificacion de la hifa somética, se caracteriza por ser solitario y multicelular,
con ramificaciones en el tercio superior (Roncal 1993); las ramificaciones del
primer y segundo orden, se caracterizan por ser bicelulares y tricelulares
principalmente y tienen la particularidad de germinar por lo que se les denomina
ramoconidios; de estas ramificaciones, en el extremo superior dan origen a los
verdaderos conidios, los que al madurar y caer dejan cicatrices; forman conidios
catenulados, uni y bicelulares, de forma variable; subglobosas, ovoides,
elipsoide, fusiforme, limoniforme, hasta subcilindrica o cilindrica
(Bensch et al. 2012).

Fig.1.Esquema de Cladosporium., donde se observa: Conidiéforo (C), Ramoconidios (RC),
Ramoconidios secundarios (RCS), Conidios intercalares (Cl), y pequefios conidios terminales
(CT) (Schubert et al. 2007).



2.4.2. Taxonomia

Clase forma Deuteromycetes, orden forma Moniliales, familia forma

Dematiaceae, género forma Cladosporium (Roncal 1993).

2.5. Comportamiento de Cladosporium sp

Las especies del género Cladosporium, tiene distribucion cosmopolita, se
encuentra en todo tipo de plantas, hongos y desechos organicos, a menudo se
aislan del suelo, alimentos, pinturas, textiles y materia organica en proceso de
descomposicion, también, se encuentran como invasores secundarios en
lesiones de hojas, causadas por hongos fitopatégenos
(Ellis, citado por Bensch et al. 2012).

Existen especies patdgenas, C. macrocarpun, C. herbrum y C. fulvum., estos,
producen dafio en espigas y tallos de trigo y cebada (Roncal 2004), otras tienen
comportamiento de hiperparasito, principalmente sobre esporas de diferentes

especies de royas (Assante et al. 2004).

Reportes recientes, indican que las esporas de las diferentes especies de
Cladosporium, afectan al sistema respiratorio, ocasionando alergias en humanos
(Rodriguez et al. 2008).

2.6. Aspectos generales de microorganismos fitopatdogenos

2.6.1. Cercospora coffeicola Berk. & Cke

Fitopatdgeno causante de la enfermedad conocida como mancha de hierro en
cafeto; los sintomas en hojas y frutos se observa como manchas circulares;
también pueden ser de forma irregular, color pardo claro a marrén rojizo,
rodeadas de un halo color amarillo que se pierde difusamente sobre el tejido
verde; las manchas pueden medir de 1 y 3 mm hasta 1lcm de diametro
(Rengifo-Guzman et al. 2002).
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Este hongo presenta micelio septado, conidi6foros oscuros, rectos, flexulosos,
fasciculados, sinuosos y dentados, los conidios son individuales, hialinos,
pluriseptadas, lisas de forma alargada y tamafio  variable
(Rengifo-Guzman et al. 2002).

La dispersion de patdgenos es por esporas (conidias) que son transportadas por
el viento, lluvia y contacto humano, se produce el mayor riesgo de infeccion
cuando el rango de temperatura es 20—-28 ° C y humedad relativa mayor al 70%,
continuando con una mala nutricion, estrés general y sombra insuficiente
(Scot 2008)

Taxonomicamente pertenece a la Clase forma Deuteromycetes, orden forma
Moniliales, familia forma Dematiaceae, género forma Cercospora (Roncal 2004).

Fig.2.Sintomas en hojas (A), y bayas (B) de coffea arabica;
inducidos por Cercospora coffeicola Berk. & Cke. (Scot 2008)

2.6.2. Drechsleraturcica Pass.

Este patdgeno origina manchas foliares fusiformes en maiz (Zea mays L.). Los
sintomas primero se dejan ver como manchas pequefias, ligeramente ovaladas
y acuosas (CIMMYT 2004); luego se necrosan tornando una coloracion pajiza y

la forma fusiforme, rodado con un halo marrén claro a rojo, las manchas
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aumentan de tamafio de 3 a 15 cm de longitud, excepcionalmente pueden llegar
a medir 30cm (Roncal 2004).

Presenta conidi6éforos marrones, en su mayoria simples, que producen conidias
individuales en el 4pice a través de pequefios poros, que continlan de manera
simultanea desde un punto debajo del 4pice y luego forman una segunda espora
en el nuevo &pice; conidias (porosporas) oscuras, multicelulares
(fragmosporosas),  cilindricas, que germinan todas las células
(Barnett y Hunter 1972). Las conidias miden de 130 a 105 ym de lago por
18 - 20 um de ancho; el numero de los septos varia de tres a ocho.; la base de
la conidia presenta un hilium notorio (Roncal 2004).

Taxondmicamente pertenece a la Clase forma Deuteromycetes, orden forma

Moniliales, familia forma Dematiaceae, género forma Drechslera (Roncal 2004).

Fig.3.Mancha foliar fusiforme en maiz (Zea mays L.), inducida
por Drechslera turcica Pass.

2.6.3. Phragmidium mucronatum (Pers.) Schlecht

Fitopatdgeno causante de la de roya en rosal (Rosa canina L.); ésta enfermedad
es de amplia distribucién geografica, se manifiesta en plantas que crecen en
zonas con humedad relativa mayor a 70%. Los sintomas se presentan como
areas cloréticas en el haz de las hojas, las cuales estan relacionadas con las
uredosporas del patdgeno en el envés; posteriormente se observan pustulas de
color amarillo intenso (fase uredo) a oscuro (fase telia)
(Shattock y Rahbar bhatti 1983).
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Es una roya autoica y macrociclica, las aeciosporas son globosas y elipsoides,
con la pared hialina equinulada y gruesa; miden 18-21 ym, las uredosporas son
elipsoides, equinuladas e hialinas que miden 14-20 x 12-18 ym, las teliosporas
son cilindricas, con septos y mucronadas en el apice; son de color pardo claro y
miden 65-120 x 30-45 ym (Melgarejo et al. 2010)

Taxonomicamente pertenece a la Clase Basidiomycetes, orden Pucciniales,

familia Phragmidiaceae, género Phragmidium (Index Fungorum 2020)

Fig.4.Sintomas en hojas Rosa canina L., inducidos por
Phragmidium mucronatum (Pers.) Schlecht
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del trabajo de investigacién

La investigacion se desarrollé en campo y laboratorio.

En campo se recolectaron hojas de diferentes cultivos con manchas foliares, en

diferentes sectores de la provincia de Cajamarca y Chota, cuyas coordenadas

geograficas y altitudes son:

Tabla 1. Localizacién geografica del lugar de coleccién de muestras

Lugar de coleccion de ) Coordenadas geogréficas
Altitud (msnm)

muestras Sur (S) Oeste (W)

Cajamarca 2680 7°10'01" 78°29'36"

Chota 2407 6°38'43" 78°38'41"

En laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Cajamarca, se encuentra ubicado a 2680 msnm, en las
coordenadas 7°10'06" de latitud sur y 78°29'42" Longitud oeste, a 3 Km de la
carretera Cajamarca - Bafios del Inca. Lugar donde se realizo la identificacion de

microorganismos y pruebas de antagonismo.



3.2. Materiales
3.2.1. Material bioldgico

Cepas del antagonista Cladosporium spp., y de los fitopatégenos
Cercospora coffeicola Berk. & Cke, Drechslera turcica Pass. vy
Phragmidium mucronatum (Pers.) Schlecht; extraidos de hojas con sintomas de

manchas foliares y pustulas, de los siguientes cultivos:

Cafeto (Coffea arabica L.), licumo (Pouteria lucuma (Ruiz & Pav.), Kuntze), palto
(Persea americana Mill.), nispero (Eriobotrya japénica (Thunb.), Lindl.),
berenjena (Cyphomandra betacea (Cav), Sendt) tomatillo (Physalis peruvianaL.),
frambuesa (Rubus idaeus L.), maiz  (Zea mays L.), avena (Avena sativa L.),
frejol (Phaseolus vulgaris L.), arveja (Pisum sativum L.), haba (Vicia faba L.),
chago (Mirabilis expansa L.), papa (Solanum tuberosum L.), betarraga
(Beta wulgaris L., acelga (Beta wvulgaris L. var. cicla), repollo

(Brassica oleracea L. var. capitata) y rosa (Rosa canina L.).

3.2.2. Materiales y equipos de laboratorio

a. Material de vidrio

Laminas porta y cubre objetos, placas de Petri, matraz Erlenmeyer y tubos de

ensayo de diferente capacidad.

b. Equipos de esterilizacion y asepsia

Autoclave, estufa, incubadora, camara de flujo laminar, mecheros, pulverizador

manual.

c. Equipo optico

Lupa, estereoscopio, microscopio compuesto y camara fotografica.

d. Desinfestantes

Alcohol al 70%, hipoclorito de sodio al 2 %.
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e. Medios de cultivo

Papa, Dextrosa, Agar (PDA)

f. Otros materiales

Rejilla de metal, espatula, balanza electronica, pinzas, bisturi, jeringa
hipodérmica N° 25, agujas MRO (modificacion del asa de siembra), bata de
proteccién, algodén, cinta masking, tapers de plastico, sorbetes de polietileno,
papel aluminio, papel filtro.

3.2.3. Material de escritorio

Libreta de apuntes, lapiceros, plumén indeleble, papel bond A4 de 80g, tijera,
regla, félderes, computadora portatil.

3.3. Metodologia
3.3.1. Trabajo en campo

Se recolectaron hojas de diferentes cultivos, con presencia de manchas foliares
y pustulas; éstas se dispusieron en depdsitos asépticos de plastico de 250 mL;
para ser transportados al laboratorio de Fitopatologia, y realizar los aislamientos

de Cladosporium spp.

3.3.2. Trabajo en laboratorio

a. Preparacién de camaras humedas

Se utiliz6 depdsitos de plastico de 50 mL, en cuyo fondo se colocé papel filtro
hamedo con agua destilada estéril, que al ser tapado herméticamente genera
condiciones de humedad relativa superior al 70 %; permitiendo el desarrollo del

micelio de los microorganismos fungosos.
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b. Obtencién del signo fungoso

Las hojas seleccionadas, se lavaron con agua destilada estéril, dejAndose secar
al ambiente en un depdsito de cristal; posteriormente se seccionaron, obteniendo
muestras de 3 cm? aproximadamente, con 50% de area muerta y 50% de area
aparentemente sana; éstas se colocaron en la incubadora a 22 °C, de 12 a 24
horas, tiempo a partir del cual se realizaron las observaciones microscépicas,

gue determinaron la presencia de Cladosporium spp.

Fig.5.Camaras humedas para obtener signo Fig.6.Signo fungoso sobre una mncha foliar
fungoso. en cafeto (Coffea arabica).

c. Verificacién de Cladosporium spp., via morfolégica

Del signo obtenido en camara humeda se extrajeron porciones de micelio para
ser observados a través del microscopio, verificAndose presencia de conidioforos
solitarios y multicelulares, con ramificacion en el tercio superior, conidios
catenulados bicelulares amorfos y unicelulares ovoides a circulares; estructuras

gue caracterizan a Cladosporium spp.
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Fig.7.Estructuras somaticas que caracterizan a Cladosporium spp: hifas septadas (a),
conidiéforo (b); ramoconidios (c); conidios terminales multiformes (d).

d. Aislamiento, purificacion y conservacién de Cladosporium spp.

Se realiz6 bajo condiciones asépticas; utilizando el estereoscopio, se visualiz6 el
signo de Cladosporium spp., que prosperé en las camaras humedas respetivas;
haciendo uso de la aguja MRO, la esfera del apice de la aguja hace contacto con
la zona esporifera del moho, con la finalidad de adherir in6culo (conidios), para
ser sembrado en PDA.

La siembra se realizdé en cinco espacios de cada placa de Petri; se incubd a
22 °C, realizandose las observaciones a 24, 48 y 72 horas, tiempo que permite
extraer inoculo libre de contaminantes comunes.

Las cepas de Cladosporium spp., aisladas y purificadas, se conservaron en PDA,
en tubos de ensayo en plano inclinado; para este proceso se realiz6 lo siguiente:
se esteriliz6 35 tubos de ensayo de 16 x 150 mm durante una hora,
posteriormente en la camara de flujo laminar, se vertié seis mL de PDA en los
tubos de ensayo, se sell6 con algoddén y papel aluminio, dejando enfriar para
solidificar el medio. De las cepas previamente purificadas, se extrajo micelio con
el asa de siembra y fue depositado en la parte central del medio PDA en plano

inclinado.
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Fig.8.Micelio de Cladosporium spp., después Fig.9.Micelio puro de Cladosporium spp.,
de la siembra del in6culo, obtenido en camara siembra monospdrica.
hiumeda.

LA

Fig.lO.Conservacio de 35 cepe Cldsporim spp., en medio PDA en plano
inclinado.
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3.3.3. Ensayo preliminar de antagonismo de 35 cepas de
Cladosporium spp., a Cercospora coffeicola Berk. & Cke vy

Drechslera turcica Pass. en condiciones “in vitro”

Para determinar el efecto antagénico de las cepas de Cladosporium spp., a
Cercospora coffeicola (mancha foliar en cafeto) y Drechslera turcica (mancha
foliar en maiz), se utiliz6 el método de “cultivos duales”; que consiste en

enfrentar al microorganismo antagonico y al patégeno (Fig. 8).

En placas de Petri de (55 x 14 mm) con medio PDA, en forma individual se
sembraron cada una de las cepas de Cladosporium spp., frente a los
fitopatdgenos foliares, C. coffeicola y D. turcica. La siembra del antagonico vy el
fitopatdgeno se realizd a un centimetro de distancia de las partes laterales de la
placa. Luego se colocaron en una camara de cristal aséptica, a temperatura que

oscila entre 18 y 22 °C, durante 216 horas (9 dias).

Pasado 72 horas (3 dias) después de la siembra, se inicio las evaluaciones del
efecto antagonico, para separar aquellas cepas que mostraron mayor porcentaje
de inhibicion del crecimiento radial del micelio, aplicando la férmula utilizada por
Skidmore y Dickinson (1976):

PIC =[(r1-r2/rl) x 100]
Leyenda:
PIC= porcentaje de inhibicion de crecimiento radial.
rl = Crecimiento radial del testigo (fitopatégeno sin antagonista).

r2 = Crecimiento radial del patdégeno, en orientacion directa al crecimiento

del antagonista (cultivo dual).
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Placa control Siembra dual

ri

Fig.11.Esquema del método de cultivos duales en la placa de Petri, donde: (A) = Antagonista y
(B)=.Patégeno

3.3.4. Ensayo preliminar de antagonismo de 35 <cepas de
Cladosporium spp., a Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht en

condiciones “en vivo”

Para determinar las cepas de Cladosporium spp., con propiedades de
parasitismo a Phragmidium mucronatum (roya en rosal), se separaron hojas, con
el signo roya y con ayuda del estereoscopio se seleccionaron foliolos que tenian
de 40 a 60 puntos de infeccion con 50 pustulas notorias, que corresponde a la

fase Uredo.

Los 35 foliolos seleccionados se lavaron con agua corriente y se enjuagaron con
agua destilada estéril y se dej6 secar al ambiente. Los foliolos asi tratados se
colocaron en camaras humedas de 50 mL de capacidad, sobre discos papel filtro

hamedo, para dar condiciones que prospere el antagonista.

De cada cepa de Cladosporium spp.; se preparé una suspension de conidios y
se asperjaron sobre los foliolos de rosa con roya, las muestras se taparon
herméticamente y se colocaron en la camara de cristal aséptica a temperatura

variable entre 18 y 22 °C.
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Las evaluaciones se realizaron, cada 24 horas después de la inoculacion,
contabilizando el nimero de pustulas con presencia del antagonista, durante 144

horas (seis dias).

Fig.12.Uredosporas de Phragmidium mucronatum  Fig.13. Uredosporas de Phragmidium mucronatum
(Per.) Schlecht, parasitadas por Cladosporium spp.  (Per.) Schlecht, libre del antagonista Cladosporium spp.

3.3.5. Ensayos de antagonismo de cuatro cepas (C2, C11, C17 y C24) de
Cladosporium spp., a Cercospora coffeicola Berk. & Cke en condiciones

“in vitro”

Para este ensayo se utilizé las cepas C2, Cll, Cl17 y C24 frente a
Cercospora coffeicola, estos, se enfrentaron a través de método de “cultivos
duales”. Evaluando el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial por un
periodo de 216 horas (9 dias).

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), con cuatro tratamientos mas
un testigo y cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consistio

en una placa de Petri (tabla 2)
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Tabla 2. Tratamientos de antagonismo de las cepas C2, C11, C17 y C24 de Cladosporium spp.,
frente a Cercospora coffeicola Berk. & Cke

Tratamiento Clave Descripcion
TO Testigo Cercospora coffeicola, sin antagonista
T1 C2.Cc  Cladosporium C2 mas Cercospora coffeicola
T2 Cl11.Cc Cladosporium C11 mas Cercospora coffeicola
T3 C17.Cc Cladosporium C17 mas Cercospora coffeicola
T4 C24.Cc Cladosporium C24 mas Cercospora coffeicola

3.3.6. Ensayos de antagonismo de cuatro cepas (C2, C11, C26 y C34) de
Cladosporium spp., a Drechslera turcica Pass. en condiciones “in vitro”

Se utilizo los aislamientos C2, C11, C26 y C34 frente a Drechslera turcica, éstos,
se enfrentaron a través de método de “cultivos duales”. Evaluando el
porcentaje de inhibicion de crecimiento radial por un periodo de 216 horas
(9 dias).

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), con cuatro tratamientos mas
un testigo y cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consistio

en una placa de Petri (tabla 3).

Tabla 3. Tratamientos de antagonismo de las cepas (C2, C11, C26 y C34) de Cladosporium spp.,
frente a Drechslera turcica Pass.

Tratamiento Clave Descripcion
TO Testigo Drechslera turcica sin antagonista
T1 C2. Dt Cladosporium C2 mas Drechslera turcica
T2 C11. Dt Cladosporium C11 mas Drechslera turcica
T3 C26. Dt Cladosporium C26 mas Drechslera turcica
T4 C34. Dt Cladosporium C34 mas Drechslera turcica
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3.3.7. Ensayos de antagonismo de cuatro cepas (C9, C24, C26 y C31) de
Cladosporium spp., a Phragmidium mucronatum (Pers.) Schlecht. en

condiciones “en vivo”

En este ensayo se utlizaron foliolos de rosa con pustulas de
Phragmidium mucronatum, inoculados con las cepas C9, C24, C26 y C31 de
Cladosporium spp., las evaluaciones se realizaron contabilizando el numero de

pustulas afectadas por Cladosporium spp., durante 144 horas (seis dias).

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), con cuatro tratamientos mas
un testigo y cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consistié

en una camara humeda con un foliolo de rosa con 50 pustulas (tabla 4 y fig. 11).

Tabla.4. Tratamientos de antagonismo de las cepas C9, C24, C26 y C31 de Cladosporium spp.,
frente a Phragmidium mucronatum (Pers.) Schlecht.

Tratamiento Clave Descripcion
TO Testigo Phragmidium mucronatum, sin antagonista.
T1 C9.Pm  Phragmidium mucronatum, inoculadas con Cladosporium C9
T2 C24.Pm Phragmidium mucronatum, inoculadas con Cladosporium C24
T3 C26. Pm Phragmidium mucronatum, inoculadas con Cladosporium C26
T4 C31. Pm Phragmidium mucronatum, inoculadas con Cladosporium C31

Fig.14.Distribucion de tratamientos de antagonismo; cepas (C9, C24, C26y C31)
de Cladosporium spp., frente a Phragmidium mucronatum (Pers.) Schlecht.
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3.3.8. Ensayo de parasitismo de Cladosporium spp., en uredosporas de
Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht., en una gota de agua

Para realizar este ensayo, se preparé asépticamente cuatro placas de Petri,
porta y cubre objetos, agua destilada estéril, sorbetes nuevos de polietileno y
jeringas con aguja hipodérmica N° 25.

En cada porta objetos se coloc6 una gota de agua, sobre la cual se dispusieron
uredosporas de P. mucronatum, sobre ésta, con ayuda de la aguja MRO, se
dejaron conidios de Cladosporium spp., luego se cubrié con la cubre objetos; la
muestra preparada se coloco sobre el triangulo de polietileno en la placa de Petri,
gue contenia agua destilada estéril; éstas, se colocaron en la camara de cristal

aséptica a temperatura entre 18 y 22 °C, observandose a 24, 48 y 72 horas.

Fig. 15.Placas de Petri con porta objeto, con Fig.16.Vista al microscopio de Uredosporas

uredosporas de Phragmidium mucronatum y de Phragmidium mucronatum (A), y conidios
conidios de Cladosporium spp. de Cladosporium spp., (B).

3.3.9. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicién de crecimiento radial y
porcentaje de pustulas parasitadas, por Cladosporium spp., se utilizaron para
realizar el analisis de varianza (ANOVA); cuando éste indicé, diferencias
significativas entre tratamientos, se realizd la prueba de rango multiple de

Duncan al 5%, utilizando el paquete estadistico (InfoStat/L 2018)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Aislamientos de cepas de Cladosporium spp., antagénicos a

fitopatégenos fungosos foliares

Se aislaron 35 cepas de Cladosporium spp, de manchas foliares de diferentes
cultivos, considerando el reporte de Blakeman y Fokkema (1982), quienes
mencionan, que este género es un habitante comdn en las partes aéreas de las

plantas y algunas especies tienen comportamiento antagonista.

Tabla 5. Aislamientos de Cladosporium spp., en manchas foliares de diferentes hospederos

Aislamiento

Hospedero

Cladosporium sp. C1
Cladosporium sp. C2
Cladosporium sp. C3
Cladosporium sp. C4
Cladosporium sp. C5
Cladosporium sp. C6
Cladosporium sp. C7
Cladosporium sp. C8
Cladosporium sp. C9
Cladosporium sp. C10
Cladosporium sp. C11
Cladosporium sp. C12
Cladosporium sp. C13
Cladosporium sp. C14
Cladosporium sp. C15
Cladosporium sp. C16
Cladosporium sp. C17
Cladosporium sp. C18
Cladosporium sp. C19
Cladosporium sp. C20

Mancha foliar en palto (Persea americana Mill.)

Mancha foliar en arveja (Pisum sativum L.)

Mancha foliar en frejol (Phaseolus vulgaris L.)

Mancha foliar en frejol (Phaseolus vulgaris L.)

Mancha foliar en repollo (Brassica oleracea var. capitata L.)
Mancha foliar en repollo (Brassica oleracea var. capitata L.)
Mancha foliar en repollo (Brassica oleracea var. capitata L.)
Mancha foliar en acelga (Beta vulgaris var. cicla L.)

Mancha foliar en acelga (Beta vulgaris var. cicla L.)

Mancha foliar en quinua (Chenopodium quinoa Willd.)

Mancha foliar en betarraga (Beta vulgaris L.)

Mancha foliar en haba (Vicia faba L.)

Mancha foliar en haba (Vicia faba L.)

Mancha foliar en avena (Avena sativa L.)

Mancha foliar en liicumo (Pouteria lucuma (Ruiz & Pav.), Kuntze)
Mancha foliar en licumo (Pouteria lucuma (Ruiz & Pav.), Kuntze)
Mancha foliar en nispero (Eriobotrya japonica (Thunb.), Lindl.)
Mancha foliar en nispero (Eriobotrya japonica (Thunb.), Lindl.)
Mancha foliar en acelga (Beta vulgaris var. cicla)

Mancha foliar en papa ( Solanum tuberosum L.)




Aislamiento Hospedero
Cladosporiumsp. C21  Mancha foliar en taya (Tara spinosa Mol.)
Cladosporium sp. C22  Mancha foliar en taya (Tara spinosa Mol.)
Cladosporium sp. C23  Mancha foliar en avena (Avena sativa L.)
Cladosporium sp. C24  Mancha foliar en cafeto (Coffea arabica L.
Cladosporium sp. C25  Mancha foliar en frambuesa (Rubus idaeus L.)
Cladosporiumsp. C26 ~ Mancha foliar en berenjena (Cyphomandra betacea (Cav), Sendt)
Cladosporium sp. C27  Mancha foliar en berenjena (Cyphomandra betacea (Cav), Sendt)
Cladosporium sp. C28  Mancha foliar en chago (Mirabilis expansa L.)
Cladosporiumsp. C29  Mancha foliar en chago (Mirabilis expansa L.)
Cladosporiumsp. C30  Mancha foliar en chago (Mirabilis expansa L.)
Cladosporium sp. C31  Pustula de roya (Phragmidium mucronatum), en rosa (Rosa canina L.)
Cladosporiumsp. C32  Mancha foliar en tomatillo (Physalis peruviana L.)
Cladosporium sp. C33  Mancha foliar en tomatillo (Physalis peruviana L.)
Cladosporium sp. C34  Mancha foliar en maiz (Zea mays L.)
Cladosporium sp. C35  Mancha foliar en haba (Vicia faba L.)

4.2. Accion inhibitoria de 35 cepas de Cladosporium spp., frente a
Cercospora coffeicola Berk. & Cke y Dreschlera turcica Pass. en

condiciones “in vitro”

En la tabla 6, se sintetiza el porcentaje de inhibicidon del crecimiento radial, del
micelio de Cercospora coffeicola y Drechslera turcica, ocasionado por los
metabolitos de algunas cepas de Cladosporium spp.; de los cuales
seleccionamos a C2, C11, C17 y C24 como promisorios antagoénicos, ante el
crecimiento y desarrollo de C. coffeicola y los aislamientos C2, C11, C26 y C34
contra D. turcica. Las cepas antagonistas seleccionadas, presentaron
caracteristicas morfologicas diferentes; evidenciandose en las figuras (18, 20,

22, 24, 26 y 28) respectivamente.
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Tabla 6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PCI) del micelio de Cercospora coffeicola
(Berk. & Cke) y Drechslera turcica Pass. Frente a Cladosporium spp., en cultivos duales.

Porcentaje de Porcentaje de
inhibicion de inhibicién de
crecimiento radial de crecimiento radial de
N° Cepas micelio (PIC) de Cepas micelio (PIC) de
Cercospora coffeicola Drechslera turcica
frente a frente a
Cladosporium spp. Cladosporium spp.
ry) (2 PIC ry) (2 PIC
1 Cl1 240 1.10 54.17 Cl1 35 2 42.86
2 C24 240 1.15 52.08 C34 33 19 42.42
3 Cc2 240 1.20 50.00 Cc2 31 18 41.94
4 C17 2.60 1.60 38.46 C26 3 18 40.00
5 C6 200 1.30 35.00 Cc23 29 18 37.93
6 C3 250 1.70 32.00 C31 29 18 37.93
7 C9 200 140 30.00 C35 29 18 37.93
8 C28 200 140 30.00 C8 3 19 36.67
9 C15 210 150 28.57 C12 3 19 36.67
10 C4 220 1.60 271.27 C25 3 19 36.67
11 C18 260 1.90 26.92 C13 25 16 36.00
12 C20 190 1.40 26.32 c21 28 18 35.71
13 C32 190 1.40 26.32 C22 21 14 33.33
14 C33 160 1.20 25.00 C3 23 16 30.43
15 C1 200 150 25.00 Cc27 3 21 30.00
16 C14 200 150 25.00 C6 25 18 28.00
17 C25 200 150 25.00 C33 29 21 27.59
18 C29 200 150 25.00 C10 26 19 26.92
19 C22 210 1.60 23.81 C7 25 19 24.00
20 C5 1.70 1.30 23.53 C9 25 19 24.00
21 C23 1.70 1.30 23.53 C5 22 17 22.73
22 C26 1.70 1.30 23.53 C4 21 17 19.05
23 C10 180 1.40 22.22 C24 22 18 18.18
24 C21 180 1.40 22.22 C19 17 14 17.65
25 C35 180 1.40 22.22 C16 19 16 15.79
26 C13 190 1.50 21.05 C28 19 16 15.79
27 C30 190 1.50 21.05 C1 2 17 15.00
28 C31 190 1.50 21.05 C30 16 14 12.50
29 C12 2.00 1.60 20.00 C29 17 15 11.76
30 C8 160 1.30 18.75 C17 19 17 10.53
31 Cc27 160 1.30 18.75 C32 21 19 9.52
32 C7 1.70 1.40 17.65 C18 17 16 5.88
33 C19 170 1.40 17.65 C14 16 16 0.00
34 C16 160 1.40 12.50 C20 16 16 0.00
35 C34 160 1.40 12.50 C15 16 17 -6.25
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Fig.17.Micelio de Cladosporium sp., cepa C2, de Fig.18.Hifa, conidiéforos con ramificacion
color verde petréleo en medio PDA, terminal, y conidios ovoides alargados en
cadena (C2).

Fig.19.Micelio de Cladosporiumsp., cepa.C11, de Fig.20. Hifa, conidiéforos con ramificacion
color verde petréleo oscuro en medio PDA. terminal, conidios ovoides en cadena
(C11).
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Fig.21.Micelio de Cladosporium sp., cepa C17, Fig.22.Hifa, conidiéforos largos con
de color verde oscuro a negro en medio PDA. ramificacion terminal, conidios cilindricos
y ovoides en cadena (C17).

Fig. 23.Micelio de Cladosporium sp., cepa C24, Fig.24.Hifa, conidiéforos largos con
de color verde oscuro, en medio PDA. ramificacién terminal, conidios cilindricos
en cadena. (C24).
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Fig.25.Micelio de Cladosporium sp., cepa C26, Fig.26.Hifa, conidiéforos cortos con poca
de color verde petréleo negro en medio PDA. ramificacion terminal, conidios ovoides y
esféricos en cadena (C26).
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Fig.27.Micelio de Cladosporium sp., cepa C34, Fig.28.Hifa, conidiéforos con ramificacién
de color verde petréleo en medio PDA. terminal, conidios ovoides cilindricos uni y

bicelulares, en cadena (C34).

4.3. Uredosporas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht,

parasitadas por 35 cepas de Cladosporium spp.

En la tabla 7, se muestra el efecto de parasitismo de las cepas de
Cladosporium spp., asperjadas sobre pustulas de la roya en rosa (fase uredo),

causado por Phragmidium mucronatum.
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Tabla 7. Pustulas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht, en Rosa canina afectadas por
cepas de Cladosporium spp.

Evaluaciones de pustulas de Phragmidium mucronatum, afectadas por las

N Cepas cepas de Cladosporium spp., en un periodo de 6 dias (144 horas)
N° de Pdstulas % Pustulas
24h  48h 72h 96h 120h 144h 24h 48h 72h 96h 120h 144h

1 Cc24 11 14 16 40 50 50 22 28 32 80 100 100
2 C31 5 9 12 24 31 47 10 18 24 48 62 94
3 C26 6 9 12 37 4 46 12 18 24 74 82 92
4 Cc9 5 8 14 29 39 4 10 16 28 58 78 88
5 C2 1 2 7 20 28 41 2 4 14 40 56 82
6 C11 0 1 6 17 28 41 0 2 12 34 56 82
7 C18 0 0 4 15 27 41 0 0 8 30 54 82
8 C3 1 1 8 19 26 40 2 2 16 38 52 80
9 C10 1 1 5 18 26 40 2 2 10 36 52 80
10 C16 0 0 3 13 26 40 0 0 6 26 52 80
11 C17 2 2 7 19 27 40 4 4 14 38 54 80
12 Cc4 0 0 3 12 20 39 0 0 6 24 40 78
13 C6 0 0 3 1 20 39 0 0 6 22 40 78
14 Cc23 0 0 4 13 21 39 0 0 8 26 42 78
15 C34 0 1 6 12 24 39 0 2 12 24 48 78
16 C8 0 0 5 1 22 38 0 0 100 22 4 76
17 C15 0 1 7 14 25 38 0 2 14 28 50 76
18 Cc22 0 1 7 14 25 38 0 2 14 28 50 76
19 Cc28 0 1 8 15 23 38 0 2 16 30 46 76
20 Cc7 0 1 5 1 21 37 0 2 10 22 42 74
21 C29 0 2 6 12 24 37 0 4 12 24 48 74
22 C30 0 1 6 13 25 36 0 2 12 26 50 72
23 C1 0 0 3 7 15 35 0 0 6 14 30 70
24 C14 0 0 4 12 19 34 0 0 8 24 38 68
25 C32 0 1 5 12 22 34 0 2 10 24 44 68
26 c27 0 1 5 12 20 33 0 2 10 24 40 66
27 C33 0 1 6 17 22 33 0 2 12 34 44 66
28 C5 0 1 8 16 27 32 0 2 16 32 54 64
29 c21 0 1 3 10 20 32 0 2 6 20 40 64
30 C25 0 1 2 1 19 32 0 2 22 38 64
31 C13 0 1 5 13 19 31 0 2 10 26 38 62
32 C35 0 0 2 9 17 31 0 0 4 18 34 62
33 C12 0 0 3 14 23 28 0 0 6 28 46 56
34 C20 0 0 3 12 23 27 0 0 6 24 46 54
35 C19 0 0 2 10 15 25 0 0 4 20 30 50

En las evaluaciones realizadas a partir de las 24horas, durante 144 horas;
destacan las cepas C9, C24, C26 y C31; éstas, muestran caracteristicas

morfoldgicas diferentes (Fig. 24, 26, 30 y 32), ademas alanzaron los porcentajes
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mas altos de pustulas afectadas en la fase Uredo, entre el 88 y 100 %.
Evidenciandose el parasitismo por la desaparicion total de uredosporas. En un
segundo grupo de parasitismo se tiene a 28 cepas, con un porcentaje de 62 a 82
% de pustulas afectadas; en orden correlativo van del nimero 5 al 32 (tabla 7).
En tercer lugar, se encuentran las cepas C12, C20 y C19; cuya colonizacion de

uredosporas fue de 50 a 56 %.

|
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Fig.29. Micelio de Cladosporium sp., cepa C9, Fig.30.Hifa, conidi6foros largos, con
de color verde claro en medio PDA. ramificaciéon terminal, conidios ovoides

circulares en cadena. (C9).

Fig.31.Micelio dCIadosporim sp., cepa Fig.32.Hifa, conidiéforos, ramificacion
C31, de color verde en medio PDA. terminal, conidios ovoides en cadena (C31).
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4.4. Accion inhibitoria de las cepas C2, Cl1, C17 y C24, de
Cladosporium spp., a Cercospora coffeicola Berk. & Cke en condiciones

“In vitro”

En la Tabla 8, Se observa que existe alta significacion estadistica para las cepas
de Cladosporium spp.; dado que la F calculada es superior a las F tabulares a
las probabilidades de 5 % y 1 % respectivamente; lo cual indica que las cepas
aisladas de Cladosporium spp., difieren uno del otro, respecto a la inhibicién de

C. Cofeicola.

El coeficiente de variacion (CV= 5.53 %), indica la variacién en el porcentaje de
inhibicibn en las repeticiones de cada cepa empleada, ademas para las
condiciones que se realizo el experimento, es adecuado; estando en un rango

de aceptacion, para trabajos en condiciones de laboratorio.

Al realizar la prueba de rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad, para el
efecto de inhibicion de cuatro cepas diferentes de Cladosporium spp., frente
a C. coffeicola (Tabla 9 y Fig.33), indica, que las cepas C11y C24 con 60.76% y
57.41% de inhibiciébn respectivamente, son estadisticamente iguales vy
superiores al resto, seguido por la cepa C2, con 56.94 % de inhibicion, asimismo
el C17, tiene el menor porcentaje antagonismo con 42.11%. Los resultados
numeéricos indican que la cepa C11, muestra mayor efectividad en la inhibiciéon
del crecimiento micelial de C. coffeicola; esto se debe probablemente a la

produccion de metabolitos de diferente composicion quimica (Roncal et al.1991).

Tabla 8. Andlisis de varianza (ANOVA) para el efecto de inhibicion del crecimiento del micelio de
Cercospora coffeicola Berk. & Cke, frente a Cladosporium spp.

Fuente de  Grados de Sumade Cuadrado F F tabular
variacion libertad cuadrados medio calculado  ggy 1%
Cepas 4 10264.78 2566.2 444.63 **  3.06 4.89
Error 15 86.57 577
Total 19 10351.35

Altamente significativo (**)

CV=553%
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Tabla 9. Prueba de rango mdltiple de Duncan al 5 % de probabilidad para el efecto de cuatro
cepas de Cladosporium spp., contra Cercospora coffeicola Berk. & Cke

Agrupacioén por

Qo
Cepas Inhibicidn (%) Duncan al 5 %

c1l1 60.76 A

C24 57.41 A B

cC2 56.94 B

C 17 42.11 C
Testigo 0 D
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Fig.33.Inhibicién de crecimiento radial, del micelio de Cercospora coffeicola Berk. & Cke
frente a cuatro cepas de Cladosporium spp.

En la Figura 34, se observa la inhibicibn que ejerce el antagonista
Cladosporium spp., (C2, Cl11l, C17 y C24) en el crecimiento micelial de
C. coffeicola en funcién a los dias; éstos aislamientos presentan una tendencia
creciente, diferente al testigo; indicando que el efecto inhibitorio incrementa a
medida que pasan los dias. Asi mismo en la figura 35, en la siembra de cultivos
duales, se puede apreciar, que el antagonismo se ejerce a través de diversos
mecanismos de accion: (a) antibiosis, observandose claramente en la cepa C17
y (b) competencia por nutrientes y espacio, en las cepas Cl11, C2 y C24; en
ambos casos el antagonista detiene el crecimiento micelial del fitopatégeno; en

comparacion con el testigo que continta su desarrollo.
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Fig.34.Inhibicion del crecimiento micelial de Cercospora coffeicola Berk. & Cke
frente a Cladosporium spp., en funcion de los dias evaluados.
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Fig.35.Efecto del antagonista Cladosporium spp. (C2, Cl1, C17 y C24) en el
fitopatdgeno Cercospora coffeicola Berk. & Cke (Cc), en cultivos duales.
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4.5. Accion inhibitoria de las cepas C2, Cl1l1, C26 y C34 de

Cladosporium spp., a Drechslera turcica Pass. en condiciones “in vitro”

En la Tabla 10, Se observa que existe alta significacion estadistica para las
cepas de Cladosporium spp., dado que el F calculado es superior ala F tabulares
a las probabilidades del 5y 1 %, respectivamente; Este resultado indica que las
cepas aisladas de Cladosporium spp, se diferencian significativamente, respecto

a inhibicién D. turcica.

El coeficiente de variacion (CV = 7.39 %), indica la variacion en el porcentaje de
inhibicibn en las repeticiones de cada cepa empleada, ademas para las
condiciones en que se realiz6 el experimento, es adecuado; estando en un rango

de aceptacion, para trabajos en condiciones de laboratorio.

La prueba de rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad para el efecto de
las cepas de Cladosporium spp frente a D. turcica (Tabla 11, y Fig. 36), indica
gue los porcentajes de inhibicion obtenidos con las cepas C11 (46.66 %), C34
(46.03 %), C2 (45.48 %) y C26 (42.89 %), son estadisticamente iguales, pero
numéricamente diferentes; destacando C11. Este resultado indica que, para

controlar biolégicamente a D. turcica, se puede usar cualquiera de estas cepas.

Tabla 10.Andlisis de varianza (ANOVA) para el efecto de inhibicién de crecimiento radial del
micelio de Drechslera turcica Pass., frente a Cladosporium spp.

Fuente de  Grados de Sumade Cuadrado F F tabular
variacion libertad cuadrados medio calculado  ggy 1%
Cepas 4 6589.35 1647.34 229.85* 3.06 4.89
Error 15 107.51 7.17
Total 19 6696.86

Altamente significativo (**)

CV=739%

37



Tabla 11.Prueba de rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad para el efecto de las cepas
de Cladosporium spp., contra Drechslera turcica Pass.

Agrupacion por

A
Cepas Inhibicion (%) Duncan al 5 %
C11 46.66 A
C34 46.03 A
c2 45.48 A
C 26 42.89 A
Testigo 0 B
60
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Fig.36.Inhibicion de crecimiento radial del micelio de Drechslera turcica Pass.,
frente a cuatro cepas de Cladosporium spp.

En la Figura 37, se observa la inhibicion de crecimiento radial del micelio de
D. turcica, en funcion de los dias. Los resultados obtenidos con las cepas de
Cladosporium spp. (C2, C11, C26 y C34) presentan una tendencia creciente
hasta el cuarto dia de evaluacion, a partir de este momento el efecto de inhibicién
es lineal y constante. Este resultado indica que, las cepas antagonicas aumentan
su efecto de inhibicién hasta el cuarto dia; esto se debe a que, en la competencia
por nutrientes y espacio, el fitopatdégeno tiene un crecimiento micelial mas rapido

gue el antagonista; asi como se aprecia en la Fig.38
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Fig.38.Efecto del antagonista Cladosporium spp. (C2, Cl1, C26 y C34) en el
fitopatdgeno Drechslera turcica Pass. (Dt), en cultivos duales.



4.6. Accion de parasitismo de las cepas C9, C24, C26 y C31 de
Cladosporium spp., en uredosporas de Phragmidium mucronatum (Per.)

Schlecht., en condiciones “en vivo”

En la Tabla 12, Se observa que existe alta significacién estadistica para las
cepas de Cladosporium spp., dado que el F calculado es superior ala F tabulares
a las probabilidades del 5y 1 %, respectivamente; este resultado indica que las
cepas de Cladosporium spp., empleadas en el control de P. mucronatum, se

diferencian significativamente.

El coeficiente de variacién (CV = 3.53 %), indica la variaciébn en porcentaje de
pustulas afectadas, por cada cepa de Cladosporium spp., en las diferentes
repeticiones, ademas, para las condiciones en que se realiz6 el experimento, es
adecuado; estando en un rango de aceptacion, para trabajos en condiciones de

laboratorio.

La prueba de rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad, para el efecto
gue generan las cepas antagonicas de Cladosporium spp., en pustulas de
P. mucronatum, por las (Tabla.13 y Fig. 39), indica que las cepas C24, C26 y
C31, alcanzaron 98%, 95% y 94.5% de pustulas colonizadas respectivamente;
siendo estos estadisticamente iguales y superiores al resto. El resultado
obtenido con el C9 (81.5 %), es estadisticamente menor y diferente a los
anteriores. Finalmente, en el testigo (Pustulas de P. mucronatum, sin
antagonista), también mostro cierto grado de colonizacion (8%), esto se debe

posiblemente a una contaminacion.

Tabla 12.Andlisis de varianza (ANOVA) para el efecto de parasitismo de las cepas de
Cladosporium spp., en Phragmidium mucronatum. (Per.) Schlecht.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrado F F tabular
variacion libertad cuadrados medio calculado 590 1%
Cepas 4 23358.8 5839.7 826.37 ** 3.06 4.89
Error 15 106 7.07
Total 19 23464.8

Altamente significativo (**)

CV=353%
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Tabla 13. Prueba de rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad, para el parasitismo de las
cepas de Cladosporium spp., en las pustulas de Phragmidium mucronatum(Per.) Schlecht.

Cepas Pdstulas de P. mucronatum Agrupacion por
P parasitadas (%) Duncan al 5 %
C24 98 A
C 26 95 A
C31 94.5 A
C9 81.5 B
Testigo 8 C
120
98 o
100 T T
_ = 81.5
g\:, 80 = %
-'.:, = =
g == =
; 40 = =
2 = =
— —B
20 . ===
= = 8
0 == = E
C26 C9 Testigo

Fig.39. Pustulas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht. afectadas por
cepas de Cladosporium spp

En la Figura 40, se observa el porcentaje de pustulas parasitadas de
P. mucronatum en funcién a los dias evaluados. Los resultados obtenidos con
las cepas de Cladosporium spp., (C9, C24, C26 y C31), presentan una tendencia
creciente, diferente a la tendencia que se presenta con el testigo; este nos indica

gue el parasitismo del antagonista incrementa a medida que pasan los dias.
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Fig.40.Pustulas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht, afectadas por las
cepas de Cladosporium spp., funcion de los dias.

El modo de accién de las cepas de Cladosporium spp., en el fitopatégeno
P. mucronatum, esta representado a través de parasitismo y lisis enzimatica,

observandose el crecimiento del antagonista sobre las uredosporas en un lapso
de seis dias (Fig. 42).

Fig.41. Parénquima foliar de rosa con Fig.42. Micelio gris oscuro del antagonista
uredosporas de Phragmidium mucronatum Cladosporium spp., sobre uredosporas de
(Per.) Schlecht, libre de Cladosporium spp. Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht.
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4.7. Efecto de las cepas C9, C24, C26, C31, de Cladosporium spp., en
uredosporas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht.

En este ensayo se evidencié el efecto de parasitismo de las cepas de
Cladosporium spp., en uredosporas de P. mucronatum, a las 24 horas se
observo el desarrollo de tubos germinativos del parésito; los mismos que a través
de un apresorio y la formacién del haustorio respectivo, penetra la pared celular
de las uredosporas (Fig. 43); succionando el contenido celular, observandose la
decoloracion de las uredosporas (Fig.44B,45E); en 48 horas, solo prospera el
micelio del hiperparasito (hifas, conidiéforos y conidias), como se aprecia en la
(Fig. 46).

Fig.43. Vista al microscopio la formacion del Fig.44.Pérdida del contenido celular de
haustorio (A) de Cladosporium C9., iniciando el uredospoas de Phragmidium mucronatum (Per.)
parasitismo en Uredosporas de Schlecht (B) por efecto de Cladosporium C9 (C).
Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht

Fig. 45. Hifa de Cladosporium C9 (D), contenido
celular de la uredospora (E)
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Fig. 46.Vista al microscopio de la estructura somatica
del antagonista Cladosporium C9, después de 48
horas. (F)

El parasitismo en royas ha sido consignado por otros investigadores;
Garcia- Velasco et al. (2005), reportaron que al realizar un corte histopatolégico
de teliosporas de Puccinia horiana, encontraron en el interior hifas de
Cladosporium sp., posteriormente ocasioné el colapso y necrosis de la

teliospora.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La cepa C11 de Cladosporium spp., tiene el mejor comportamiento antagénico,
para Cercospora coffeicola Berk. & Cke, con 60.76% de inhibicién.

Las cepas C11, C34, C2 y C26 de Cladosporium spp., inhibieron el crecimiento
micelial de Drechslera turcica Pass, en 46.66%, 46.34%, 45.48% y 42.89%

respectivamente.
Las cepas de C24, C26 y C31 de Cladosporium spp., parasitaron uredosporas
de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht., evidenciandose en 98%, 95% y

94.5% de pustulas afectadas.

Se recomienda realizar investigaciones con las cepas C2, C11, C24, C26, C31y

C34 de Cladosporium spp., frente a fitopatdgenos foliares en campo.
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CAPITULO VII

ANEXOS

1. Clave de identificacién de Cladosporium sp., segun (Barnett 1960)

A2: Micelio no cenocitico, con frecuentes septos, conidias normalmente
presentes, excepto en algunos géneros...... (HONGOS IMPERFECTOS)

B1: Conidias y conidioforos no producidos dentro de un picnidio o acérvulos
........................................................................ (MONILIALES)

C2: Conidia no enrrollada

D2: Conididforos y/o conidias que contienen pigmentos 0Scuros;

conidiéforos no unidos en esporodoquio o sinema (Dematiaceae)

E2: Conidias tipicamente con dos células (una célula o conidias con

tres células frecuentemente presentes)
F1: Conidias catenuladas

G2: Conidias en cadenas frecuentemente ramificadas; septos

NO gruesos

H2: Conidos de forma variable, sin células esporégenas

especiales...........cccooiiiiiiiiiiiiii, Cladosporium



2. Evaluaciones de porcentaje de inhibicion de crecimiento radial del micelio de fitopatégenos en cafeto (coffea arabica) y maiz

(zea mays) utilizando cuatro cepas de Cladosporium spp., en condiciones “in vitro”

Tabla 14.Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de micelio (PIC) de Cercospora coffeicola Berk. & Cke, frente a las cepas antagénicas (C2, C11, C17 y C24) de
Cladosporium spp.

Dias de evaluacion después de la siembra dual

CLAVE 1 (19/03/18) 2 (20/03/18) 3(21/03/18) 4(22/03/18) 5(23/03/18) 6(24/03/18)

r2 ri PIC% r2 ri PIC% r2 ri PIC% r2 ri PIC% r2 ri PIC% r2 ri PIC%
C2.Cc 040 0.40 0.00 080 09 1111 090 120 2500 100 170 4118 100 190 4737 105 260 5962
C2.Cc 050 060 1667 080 100 2000 09 120 2500 110 160 3125 110 180 3889 115 265 5660
C2.Cc 040 050 2000 0.90 0.9 0.00 090 120 2500 100 160 3750 110 190 4211 115 260 5577
C2.Cc 040 050 2000 070 100 3000 09 120 2500 110 170 3529 110 19 4211 115 260 5577

Promedio 043 050 1417 080 095 1528 090 120 2500 105 165 3631 108 188 4262 113 261 56.94
CliCc 010 040 7500 040 090 5556 060 120 5000 070 170 5882 080 190 5789 105 260 59.62
CliCc 020 060 6667 040 100 6000 050 120 5833 070 160 5625 080 19 5789 100 265 6226
CliCc 040 050 2000 050 090 4444 060 120 5000 070 160 5625 070 190 6316 105 260 59.62
CliCc 050 050 000 070 100 3000 070 120 4167 090 170 4706 095 190 5000 100 260 6154
Promedio 030 050 4042 050 095 4750 060 120 5000 075 165 5460 081 190 5724 103 261 60.76
Cl7.Cc 020 040 5000 060 090 3333 09 120 2500 120 170 2941 140 190 2632 150 260 4231
Cl7.Cc 040 060 3333 070 100 3000 100 120 1667 130 160 1875 140 190 2632 155 265 4151
Cl7.Cc 050 o050 o000 09 090 000 100 120 1667 130 160 1875 130 190 3158 135 260 4808
Cl7.Cc 070 050 4000 100 100 000 110 120 833 150 170 1176 150 190 2105 165 260 3654
Promedio 045 050 1083 080 095 1583 100 120 1667 133 165 1967 140 190 2632 151 261 4211
C24.Cc 020 040 5000 060 090 3333 080 120 3333 090 170 4706 110 190 4211 110 260 57.69
C24.Cc 040 060 3333 060 100 4000 080 120 3333 100 160 3750 100 180 4444 110 265 5849
C24.Cc 040 050 2000 070 090 2222 080 120 3333 110 160 3125 110 190 4211 110 260 57.69
C24.Cc 040 050 2000 060 090 3333 080 120 3333 100 170 4118 100 190 4737 115 260 5577
Promedio 035 050 3083 063 0903 3222 080 120 3333 100 165 3925 105 183 4401 111 261 5741
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Tabla 15. Porcentaje de Inhibicion de crecimiento radial de micelio (PIC) de Drechslera turcica Pass frente a las cepas antagonicas (C2, C11, C26 y C34) de
Cladosporium spp..

Dias de evaluacion después de la siembra dual

CLAVE 1 (19/03/18) 2 (20/03/18) 3 (21/03/18) 4 (22/03/18) 5 (23/03/18) 6 (24/03/18)

r2 rt PIC% r2 rt PIC% r2 rit PIC% r2 rt PIC% r2 ri PIC% r2 rt PIC%
C2.Dt 140 150 667 210 320 3438 210 390 4615 210 390 4615 200 390 4872 200 390 4872
C2.Dt 150 150 000 210 320 3438 210 350 4000 210 360 4167 220 370 4054 200 370 4595
C2.Dt 150 150 000 220 300 2667 220 360 388 210 380 4474 210 380 4474 210 380 4474
C2.Dt 160 150 -667 220 310 2903 230 350 3429 230 380 3947 230 380 3947 230 400 4250
Promedio 150 150 000 215 313 3111 218 363 3983 215 378 4301 215 380 4337 210 385 4548
C11.Dt 150 150 000 200 320 3750 220 390 4359 210 390 4615 210 390 4615 210 390 46.15
C11.Dt 140 150 667 210 320 3438 220 350 3714 210 360 4167 210 370 4324 210 370 4324
C11.Dt 150 150 000 220 300 2667 220 360 3889 210 380 4474 210 380 4474 210 380 4474
C11.Dt 150 150 000 19 310 3871 190 350 4571 190 380 5000 190 380 5000 190 4.00 5250
Promedio 148 150 167 205 313 3431 213 363 4133 205 378 4564 205 380 4603 205 385 46.66
C26.Dt 140 150 667 210 320 3438 210 390 4615 215 390 4487 220 390 4359 220 390 4359
C26.Dt 150 150 000 210 320 3438 210 350 4000 210 360 4167 210 370 4324 210 370 4324
C26.Dt 150 150 000 210 300 3000 220 360 3889 220 380 4211 220 380 4211 210 380 4474
C26.Dt 150 150 000 210 310 3226 240 350 3143 240 380 3684 240 380 3684 240 400 40.00
Promedio 148 150 167 210 313 3275 220 363 3912 221 378 4137 223 380 4145 220 385 4289
C34.Dt 150 150 000 200 320 3750 210 390 4615 210 390 4615 210 390 4615 210 390 46.15
C34.Dt 140 150 667 200 320 3750 210 350 4000 210 360 4167 210 370 4324 210 370 4324
C34.Dt 150 150 000 210 300 3000 210 360 4167 210 380 4474 210 380 4474 210 380 4474
C34.Dt 150 150 000 190 310 3871 200 350 428 200 380 4737 200 380 4737 200 4.00 50.00

Promedio 148 150 167 200 313 3593 208 363 4267 208 378 4498 208 380 45338 208 385 46.03
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3. Evaluaciones de pustulas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht, en hojas Rosa canina afectadas por cuatro cepas

de Cladosporium spp., en condiciones “en vivo”

Tabla 16. Porcentaje pustulas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht afectadas por las cepas antagbénicas C9, C24, C26 y C31 de
Cladosporium spp..

Dias después de la inoculacion

CLAVE 1(18/02/19) 2(19/02/19) 3(20/02/19) 4(21/02/19) 5(22/02/19) 6(23/02/19)
(N°) (%) (N°) (%) (N°) (%) (N°) (%) (N°) (%) (N°) (%)
C9. Pm 0 0 7 14 14 28 18 36 38 76 42 84
C9. Pm 0 0 4 8 8 16 18 36 29 58 40 80
C9. Pm 0 0 8 16 15 30 25 50 39 78 41 82
C9. Pm 0 0 1 2 5 10 28 56 30 60 40 80
Promedio 0 0 5 10 10.5 21 22.25 45 34 68 40.75 82
C24. Pm 2 4 7 14 14 28 25 50 31 62 49 98
C24. Pm 11 22 14 28 16 32 40 80 50 100 50 100
C24. Pm 5 10 9 18 15 30 26 52 38 76 49 98
C24. Pm 0 0 8 16 12 24 20 40 29 58 48 96
Promedio 4.5 9 9.5 19 14.25 29 27.75 56 37 74 49 98
C26. Pm 0 0 3 6 11 22 25 50 36 72 49 98
C26. Pm 2 4 6 12 12 24 27 54 37 74 48 96
C26. Pm 2 4 5 10 13 26 28 56 37 74 47 94
C26. Pm 0 0 2 4 10 20 22 44 26 52 46 92
Promedio 1 2 4 8 11.5 23 25.5 51 34 68 475 95
C31. Pm 0 0 4 8 4 8 18 36 29 58 45 90
C31. Pm 4 8 12 24 16 32 35 70 46 92 50 100
C31. Pm 4 8 11 22 12 24 24 48 31 62 46 92
C31. Pm 0 0 7 14 13 26 27 54 33 66 48 96
Promedio 2 4 8.5 17 11.25 23 26 52 34.75 70 47.25 95
T1 0 0 0 0 0 0 3 6 4 8 4 8
T2 0 0 0 0 0 0 0 0 4 8 4 8
T3 0 0 0 0 0 0 1 2 5 10 5 10
T4 0 0 0 0 1 2 3 6 3 6 3 6
Promedio 0 0 0 0 0.25 1 1.75 4 4 8 4 8

(*) La evaluacion se realiz6 en base a 50 pustulas de Phragmidium mucronatum, en foliolos de rosa (Rosa canina)
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4. Antagonismo de las cepas de Cladosporium spp., a los
fitopatégenos Cercospora coffeicola Berk. & Cke, Drechslera turcica Pass.

y Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht

Fig. 47.Cultivo dual a los seis dias de evaluacién, Cercospora coffeicola Berk. & Cke (Cc) frente
a las cepas antagoénicas C2, C11, C17, C24 de Cladosporium spp.
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Fig.48.Cultivo dual a los seis dias de evaluacién, Drechslera turcica Pass. (Dt) frente a las
cepas antagodnicas C2, C11, C26, C34 de Cladosporium spp.

Fig.49.Estructura somatica: Cercospora coffeicola Berk. & Cke (A); Drechslera turcica Pass. (B)
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Fig.50. Pustulas de  Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht (Pm), afectadas por las cepas
antagonicas C9, C24, C26 y C31 de Cladosporium spp (micelio gris oscuro), a los seis dias de
evaluacion.
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Fig.51. Pustulas de Phragmidium mucronatum (Per.) Schlecht. Fase Uredo, sin antagonista.

5. Trabajos realizados en el laboratorio de Fitopatologia

Fig.52. Observacion de muestras al estereoscopio (A), Instalacion de experimento de
antagonismo (B)
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