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RESUMEN

Se colectaron soros de roya en cafetales con manejo organico hiperparasitados por un
micoparasito en la Comarca Ngabe Buglé (CNB) en Panama, el cual una vez identificado
correspondié a Akanthomyces lecanii. Trece muestras aisladas obtenidas en las
localidades de Hato Raton (8°31°55,47; 81°48°45,64”; 1243 msnm) y en Cerro Tula
(8°24’18,177; 81°47°5,51”; 546 msnm) se caracterizaron morfolégicamente, mediante
mediciones de estructuras flngicas, ritmo de crecimiento in vitro y morfologia de las
colonias. Se observaron colonias de color blanco por el anverso y amarillo claro por el
reverso; conidias elipticas-cilindricas, las cuales presentaron un micelio flocoso y ralo de
bordes regulares y blanquecinos. El nimero de conidios.mL™ fue en promedio de 3,58 x
10"%; el ritmo de crecimiento in vitro tuvo un desarrollo promedio de 41,72 £ 0,4 mm de
didmetro a los 10 dias con una tasa crecimiento diario de 2,11 £ 0,02 mm. Este estudio
representa, hasta donde se conoce, el primer reporte en Panama de aislamientos de
Akanthomyces hiperparasitando soros de roya del café, obtenidas en dos localidades de
la CNB.

Palabras claves: Biodiversidad funcional, cepas nativas, interacciones ftréficas,

micoparasitismo.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
Akanthomyces lecanii (HYPOCREALES: CORDYCIPITACEAE):
HYPERPARASITE OF Hemileia vastatrix (PUCCINIALES: PUCCINIACEAE)

ABSTRACT

Sori of coffee rust hyperparasitized by fungus were collected from organic coffee plantations
in the Comarca Ngabe Bugle Region in Panama, which once identified corresponded to
Akanthomycescf lecanii. Thirteen isolates samples from the localities of Hato Raton (8°
31'565,47; 81° 48'45,64 "; 1243 masl) and Cerro Tula (8° 24'18,17"; 81° 47'5,51”; 546 masl)
were morphologically characterized through the measurements of fungal structures, in vitro
growth rate and morphology of the colonies. It was observed white color colonies on leaf
obverse and yellow on leaf reverse; elliptic-cylindric conidia, which presented a thin and
flocous mycelium with regular and whitish edges. The number of conidia.mL™ averaged
3,58 x 10'% the in vitro growth rate averaged 41,72 + 0,4 mm in diameter at 10 days with a
daily growth rate of 2,11 + 0,02 mm. This study represents, to best of our knowledge, the
first report of Akanthomyces isolates acting as hyperparasite of sori of coffee rust in two
locations of CNB.

Key word: Nativestrains, functionalbiodiversity, micoparasitim, ecologicalinteractions.

INTRODUCCION
En la Comarca Ngabe Buglé, una parte importante de los productores cafetaleros
trabajan los cultivos de forma organica, la cual tiene una alta demanda y un precio atractivo
en el mercado internacional; sin embargo, el rendimiento es bajo. El 91% de los
productores no usa fertilizantes y el 96% no usa plaguicidas. El 74% de los productores

consideran que la afectacién del cultivo de café por plagas es alta (Palacios et al., 2014).

La enfermedad fungosa roya del café Hemileia vastatrix se encuentra distribuida en
las zonas cafetaleras de Centroamérica (Guharay, 2015; PROMECAFE, 2016) y fue en el
afno 2012, cuando se desatd la epidemia de “roya anaranjada” (Avelino y Rivas, 2013;
Cressey, 2013). La misma fue reportada afectando los cafetales de la Comarca Ngabe

Buglé en Panama, desde 2013 (Palacios et al., 2014).
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Se reportan hongos hiperparasitos de H. vastratix como Verticillium lecanii, V.
leptobactrum, V. psalliotae, Cladosporium hemileiae, Paranectria hemileiae; los cuales se
encuentran naturalmente interactuando de manera compleja con otras formas de vida en
los cafetales y penetrando las hifas y esporas de la roya, degenerandolas o inhibiendo su
crecimiento, por medio de secreciones, reduciendo la infeccion e inéculo de roya
(Vandemeer et al., 2009, Jackson et al., 2012). Monzén (1992) reporté que, al ser evaluado
V. lecanii en condiciones de invernadero, se observé actividad epifitica, que permitié al
hongo en especial a concentraciones altas, parasitar las pustulas de roya que aparecieron
22 dias después de la aplicacién del hongo. Adicionalmente, Alavo (2015) reafirma que
estos hiperparasitos han sido documentados como agente de control biolégico de mildius

y uredinales.

El hongo Verticillium lecanii, es reportado principalmente como un hongo
entomopatégeno, muy importante para el control de organismos nocivos, afidos y
escamas, asi como para moscas blancas Trialeurodes vaporariorum Westwood y Bemisia
tabaco Gennadius (Bustillo, 1986). Verticillium lecanii se le conoce como Lecanicillium
lecanii, el cual es utilizado como control biolégico de plagas insectiles que afectan a
diferentes cultivos y el mismo fue reportado para Panama incidiendo parasiticamente
sobre varias especies de insectos, en sistemas agricolas de la provincia de Chiriqui
(Gonzalez, 2013; Castillo et al., 2013). Castillo et al., (2013) reportan la especie L. tenuipes
afectando un insecto del orden Homoptera y de uno del orden Hemiptera en areas libres
de broca del distrito de Boquete, provincia de Chiriqui. Recientemente, Nicoletti y
Becchimanzi (2020) senalan que cada vez es evidente que muchos hongos endofiticos,
como L. lecanii, realizan varias funciones benéficas, las cuales estan interconectadas a
través de la relacion simbidtica de sus plantas hospederas. Por otra parte, Saikkonen et
al., (1998) destacan los posibles beneficios de los endoéfitos para sus huéspedes, los
cuales incluyen mayor tolerancia a los metales pesados, mayor resistencia a la sequia,

una reducida herbivoria, defensa contra patégenos y habilidad competitiva.
El género Lecanicillium en una revision de Kepler et al., (2017) fue reubicado con

el nuevo nombre de Akanthomyces, por lo que, en lo sucesivo, aqui se referira como

Akanthomyces lecanii.
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De acuerdo a Vazquez (2005), esta demostrado que para lograr éxitos en la
prevencion y disminucion de las afectaciones por las plagas es necesario manejar el cultivo
y el sistema de produccién modificando el habitat, mediante cambios tecnoldgicos que
favorezcan la funcion ecoldgica de regulacion en sistemas biodiversos complejos para la
reduccion de los organismos nocivos. Es por esto que la presencia de enemigos naturales
que actuan como reguladores bioldgicos de organismos nocivos, es objeto de exploracion,
especialmente en agroecosistemas poco intervenidos por practicas de la agricultura

convencional productivista.

Siguiendo el enfoque de Manejo Agroecoldgico de Plagas que consiste en la
implementacién de practicas agronémicas (suelo, cultivo y biodiversidad funcional), de
conservacion de enemigos naturales y lucha biolégica por aumento de entomopatdogenos
y entomoéfagos (Vazquez, 2005), se realizé un diagndstico agroecologico dinamico para
comprender las funciones e interacciones ecoldgicas sistémicas y generar de manera
participativa una estrategia de manejo agroecolégico de las principales plagas que afectan
la productividad y persistencia de la caficultura y contribuir a la sostenibilidad de los modos
de vida que dependen de la agricultura familiar Ngabe Buglé (Santamaria-Guerra y
Gonzalez-Dufau, 2017; Gonzalez-Dufau et al., 2019).

Para desarrollar un programa efectivo de manejo agroecolégico es necesario el
conocimiento del potencial bi6tico y las necesidades ecoldgicas de los patégenos y de sus
enemigos naturales. De ahi, que este estudio tuvo como objetivo la identificacion y
caracterizacion morfologica de hiperparasitos de H. vastatrix aislados de muestras de hojas

de café infectadas, procedentes de dos localidades de la Comarca Ngabe Buglé.

MATERIALES Y METODOS
En el laboratorio de Entomologia del Instituto de Investigacion Agropecuaria de
Panama (IDIAP) en David, Chiriqui, Republica de Panamé se analizaron muestras que
consistieron en hojas de café con soros de roya cubiertas por un micelio blanco, colectados
en las localidades bajo estudio. Siete aislados fueron colectados en la localidad de Hato
Ratén (8°31°55,47”; 81°48°45,64”), seis en Cerro Tula (8° 24°18,17”; 81°47°5,51”) y fueron
comparadas con un aislado de A. lecanii (=L. lecanii) colectado parasitando una larva de

Spodoptera sp. en el cultivo de arroz, en la localidad de Baru (8° 23’ 35,6”; 82° 46’ 27,6”).
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Se realizaron diluciones seriadas a partir de colonias puras de los aislados en medio
de cultivos Papa Dextrosa Agar (PDA), para la obtencion de cultivo monospéricos.
Posteriormente, se sembraron en sustrato PDA y se incubaron a 26°C en oscuridad. Se
realizaron lecturas de los siguientes parametros para su caracterizacién: medicion del
crecimiento micelial de las conidias, textura y coloracion de la colonia por el anverso y
reverso. Adicionalmente, mediante observacion microscopica, se estudio el tipo de conidio,
su forma y color, tamafo. Se evaluaron 50 conidios por aislado y el tamafio se midi6é en

micras.

La identificacion de las cepas aisladas se realizdé de acuerdo a las caracteristicas
morfoldgicas y mediante el empleo de la clave taxondmica propuesta por Seifert et al.,
(2011). También, se emplearon las claves taxonémicas propuestas por Barnett y Hunter
(1998) y Humber (2005).

Para la caracterizacion fisiolégica se tomé una alicuota de la suspensién
homogénea de conidias (10° conidios.mL™), se colocé en la ranura lateral de la camara
Neubauer (Neubaler improved, Marienfeld, Alemania) y se realizaron los conteos de
conidios por cada aislado en estudio (French y Hebert,1979; Leucona,1998). El crecimiento
micelial radial se determiné en placas Petri con medio PDA incubadas a 26°C en oscuridad,
de los 14 aislados dese realizaron cinco repeticiones. Al segundo dia de haber realizado la
siembra se efectuaron mediciones en diametros perpendiculares por placa durante 10 dias,

con lo cual se determind la tasa de crecimiento por aislado.

Analisis estadistico

Se utilizé6 el programa IBM SPSS Statistics© y se efectué un analisis de
conglomerado jerarquico de las variables usando el método de Ward y determinar la
distancia Euclidea de las variables morfométricas. Se compararon las diferencias entre los
valores de diametro de las colonias, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis a un nivel de
significacion de P<0,0001. Los valores de la concentracion de conidias se compararon
mediante ANOVA de una via a un nivel de significacién de P<0,0001, seguido de una

prueba con el método de Student-Newman-Keul.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 14 aislados cultivados en el medio de PDA, presentaron colonias
blancas con fina estructura algodonosa y de un color amarillo claro por el reverso a los 10
dias. las colonias de los aislados de las tres localidades, mantuvieron la apariencia
algodonosa de color blanco, y aproximadamente al tercer dia se observo una elevacion
umbonada en el centro de la colonia, se observd mas sumergida y con ligeras estrias o
radiaciones, las cuales son mas visibles por el reverso, el cual se torna de color crema.
Estos resultados coinciden con lo planteado por Brady (1979) quien encontré que
Akanthomyces(=Lecanicillium) lecanii, forma colonias en PDA con coloracién blanca y
crema en su reverso, ademas de poseer textura algodonosa. Las conidias presentaron
formas elipticas-cilindricas. Presentd hifas hialinas (Figura 1), con fialides en grupos de
tres (Zare y Gams, 2001). Las conidias fueron de elipsoidales a cilindricas, emergiendo en
el extremo superior de la fialide. La dimension de las conidias asi como la identificacion de

cada aislado se presenta en el Cuadro 1.

b Wpm

Figura 1. Akanthomyces. Aislado D-AI1460 a 400x.

Las dimensiones de las conidias (um) (L x A) fluctuaron en los rango de (1,74-
3,69)%(0,9-1,76) (Cuadro 1). Estos resultados concuerdan con los reportados por Zarey
Gams (2001) quienes indican valores fluctuantes entre 2,5 — 3,5 x 1,0 — 1,5 y con los
obtenidos por Romero (2020) quien reporta valores de las dimensiones de conidias de los

aislados de Lecanicillium sp. oscilando entre (2,5-3,5)%(1,5-2,0) ym.
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Cuadro 1. Dimension de las conidias e identificacidon de los aislados/cepas.

Lugar de procedencia y

Dimensién de conidias (um)

Identificaciéon

Aislado hospedero (Lx A, X, n=50)

DAI1444 Hato Raton; Soros de Roya 1,6-3,5x 0,7-1,8, 2,61-1,16 Akanthomyces lecanii
DAI1445 Hato Raton; Soros de Roya 1,5-3,5x0,8-1,5, 2,65-1,12 Akanthomyces lecanii
DAI1446 Hato Raton; Soros de Roya 1,7-3,5x0,8-1,5, 2,65-1,22 Akanthomyceslecanii
DAI1447 Hato Ratoén; Soros de Roya 1.,7-3,5x0,8-1,9, 2,65-1.20 Akanthomyces lecanii
DAI1448 Hato Ratén; Soros de Roya 1,9-3,2x0,8-1,5, 2,55-1,19 Akanthomyces lecanii
DAI1449 Hato Ratén; Soros de Roya 2,0-4,0x0,7-1,8, 2,65-1,15 Akanthomyces lecanii
DAI1450 Hato Ratén; Soros de Roya 0,7-1,7x 1,8-3,6,2,59-1,18 Akanthomyces lecanii
DAI1455 Cerro Tula; Soros de Roya 2,0-4,4x0,7-1,7, 2,93-1,25 Akanthomyces lecanii
DAI1456 Cerro Tula; Soros de Roya 1,5-4,0x0,7-1,7, 2,77-1,23 Akanthomyces lecanii
DAI1457 Cerro Tula; Soros de Roya 2,0-4,1x0,8-1,8, 2,73-1,22 Akanthomyces lecanii
DAI1458 Cerro Tula; Soros de Roya 1,9-4,0x0,8-1,8, 2,8-1,17 Akanthomyces lecanii
DAI1459 Cerro Tula; Soros de Roya 1,9-4,2x0,8-1,7, 2,89-1,25 Akanthomyces lecanii
DAI1460 Cerro Tula; Soros de Roya 1,5-4,0x0,8-2,0, 2,88-1,32 Akanthomyces lecanii
RSLm205 Baru; larva de Spodoptera sp. 2,50-4,10x1,20-2,10, 3,39x1,61 Akanthomyces muscarium

Al comparar los promedios del crecimiento micelial en PDA a los 10 dias (Cuadro
2), estos fueron diferentes entre si (Kruskal Wallis P=0,0011). La diferencia entre las cepas
en cuanto a su crecimiento se expresd por el lugar de procedencia del aislado.
Akanthomyces lecanii procedente de Hato Raton obtuvo mayor crecimiento en promedio
(42,37mm) que el promedio de los aislados de Cerro Tula (40,28 mm) y de Baru (41,43mm).
Este crecimiento del hongo bajo condiciones in vitro es similar con lo descrito para L. lecanii
por Domsch et al., (1980), quienes senalan que a los 33 dias de incubacion en medio agar
malta a 20° C, las colonias de este hongo alcanzan un crecimiento promedio entre 66 mm

y 72 mm de diametro.

El analisis de conglomerado jerarquico con el método de Ward y la distancia
Euclidea tuvo una correlacién cofenética de 0,896 de las variables microscépicas; que
reveld dos grupos: uno compuesto por el aislado RSLm205 procedente de Baru, mientras
que un segundo grupo estuvo conformado por los aislados procedentes de la CNB (Figura
2), con subgrupos diferenciados (distancia 2,04) segun localidades de origen, lo cual

sugiere una diversidad por su origen geografico, entre los aislados nativos estudiados.
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Cuadro 2. Crecimiento micelial (mm) y concentracion de conidias (mIx10'2) en el medio PDA.

Concentracion* de Crecimiento micelial (mm)

Aislado /m1x1012 diametro total** min max CV (%)
DAI1444 3,17+0,19 a 42,27+0,66 d e f 37,90 44,70 4,91
DAI1445 3,19+0,19 a 44,46+0,77 fg 39,40 47,30 5,45
DAI1446 3,28 +0,19 a 41,02+0,58abcd 36,50 43,40 4,44
DAI1447 3,15+0,19 a 42,03+0,96 cdef 35,40 45,10 7,25
DAI1448 3,57+0,19 bcd 42,04+0,71 bcde 37,50 45,40 5,81
DAI1449 3,43+0,19abc 43,59+0,82 efg 39,40 46,60 5,96
DAI1450 4.21+0,19 e 41,21+0,61abcd 38,20 44,50 4,70
DAI1455 3,34+0,19abc 40,37+0,65ab 37,90 44,80 5,11
DAI1456 3,46 +0,19abc 39,94+1,80abcde 25,90 4410 14,24
DAI1457 3,89+0,19 de 39,12+1,60abc 25,20 42,30 12,90
DAI1458 4,15+0,19 e 38,82+1,49 a 25,70 41,70 12,10
DAI1459 4,10+0,19 e 41,51 +0,18abcde 40,60 42,20 1,36
DAI1460 3,660,199 «cd 41,9340,24 bcdef 40,10 42,70 1,81
RSAmM205 3,656+0,19 cd 41,43+0,70abcde 37,30 45,20 5,35

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P>0,05). ANOVA, seguida de una
comparaciéon multiple (SNK); P<0,05.
**Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P>0,05). Prueba de Kruskal-Wallis, P<0,05.

Ward
Distancia: (Euclidea)
1460.00:tula ———
1459.00:tula :I
1455.00:tula
1458.00:tula

1457.00:tula ]

1456.00:tula
1447.00:raton ]
1446.00:raton
1449.00:raton ]
1445.00:raton
1450.00:raton
1448.00:raton 1_'7
1444.00:raton

205.00:baru

0.00 2.04 4.08 6.13 8.17

Figura 2. Aislados de Akanthomyces lecanii procedentes de la CNB evaluados de
acuerdo a las variables microscoépicas. Correlacion cofenética= 0,896.
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CONCLUSIONES
¢ Se confirma la identidad de los aislados encontrados como pertenecientes al género
Akanthomyces, el cual es reportado por primera vez en Panama como hiperparasito de
H. vastatrix, encontrado naturalmente presente en plantaciones de café organico de la

Comarca Ngéabe Buglé.

e Los resultados obtenidos en esta investigacion, deben complementarse con la
caracterizacion molecular para analizar la variabilidad genética, poblacional y geografica
de las cepas nativas. Adicional, se recomienda realizar estudios mas detallados para
identificar los mecanismos de accion de Akanthomyces y determinar si su accion es
endofitica y/u otros comportamientos, son parte de interacciones tréficas complejas con
otros organismos del agroecosistema del cultivo de café. También se deben realizar
pruebas experimentales en invernadero y campo para evaluar la actividad
hiperparasitica de las cepas nativas de Akanthomyces lecanii sobre H. vastatrix y
seleccionar las mas patogénicas e incluirlas en la estrategia de Manejo Agroecoldgico

de Plagas del café en la Comarca Ngabe Buglé.
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