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RESUMEN

El control biol6gico es una aternativa que va en aumento en nuestro pais por o
gue esta investigacion que se realizo en las instalaciones del laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Fundacion Salvadorefia para Investigaciones del Café (PROCAFE)
Santa tecla departamento de La Libertad, tuvo como objetivo aidar, reproducir y
evaluar la capacidad hiperparasitaria del hongo Verticillum sp sobre la roya del
cafeto. Se desarrollo en un periodo de 10 meses (septiembre 2005 — Junio de 2006) y
en dos fases, la primera fase fue de campo donde se colectaron hojas con pustulas de
roya hiperparasitadas por Verticillum sp. en cuatro fincas: finca Calistemo, fincala
Esmeralda, finca El Espino del departamento de La Libertad y la finca San José del
departamento de Usulutan.

La segunda fase consistio en aidar € hiperparasito utilizando un medio de
cultivo acidificado PDAA (papa, dextrosa agar con acido |éctico).
Luego de obtener las cepas puras de las cuatro fincas se continud con la segunda
fase que consistio en la reproduccion de Verticillum sp. en medio de cultivo liquido
melaza, (que dentro de esta investigacion se determino a nivel de laboratorio que es
el medio de cultivo mas adecuado para la reproduccion del hiperparasito). Ademés se
determino que la propagacion natural del hiperparasito es lenta por lo que debe
aplicarse una inoculacion manual para que haya una propagacion mas rapida
Ademés se determinaron las concentraciones de conidias por mililitro, siendo lafinca
calistemo donde se obtuvo un mayor desarollo de conidias. Esto hace concluir que
cepas nativas de Verticillum sp. s se pueden utilizar como controlador biolégico de

laroyadel cafeto.



INTRODUCCION:

El Salvador por largas décadas se caracterizo por ser un pais agricola, siendo
el café, e principa cultivo de exportacion.

Durante los ultimos afios, el cultivo del café ha venido declinando debido a factores
externos.

En nuestro pais e control quimico ha sido una herramienta eficaz para combatir
dicha enfermedad, pero para los productores presenta un problema, el cua es el ato
costo, lo cual tiene gran repercusion en los ingresos del caficultor.

Por lo anterior, el uso de agentes de control biol6gico se presenta hoy en dia,
como una opciodn para aprovechar a maximo los organismos que se desarrollan de
manera natural en el ambiente, como es el caso del hiperparasito Verticillum sp, €
cua es el mas comun que se manifiesta de forma natural en los cafetales y por tanto,
podria ser de mucho valor s se complementa con otras practicas que se redizan
dentro de la agricultura para el control de diversas enfermedades.

Esta investigacion se redlizo en € periodo comprendido entre e mes de
Septiembre de 2005 a mes de Junio de 2006.

Se desarrollo en dos fases una de campo llevada a cabo en las fincas Calistemo,
Esmerada, El Espino y lafinca San José, de donde se extrajo € hiperparasito y una
fase de laboratorio realizada en PROCAFE (Santa Tecla).

Diferentes trabajos de investigacion en otros paises, han demostrado la capacidad
hiperparasitica de Verticillum sp sobre la Roya del cafeto. Sin embargo no se ha
logrado una reproduccion masiva del hongo. Por tanto el objetivo principa de este
estudio fue aidlar, reproducir y evaluar la capacidad parasitaria de las cepas nativas

del hongo Verticillum sp como controlador bioldgico de laroyadel cafeto.



El desarrollo de este tipo de investigaciones se hace necesaria para
perfeccionar una metodologia que permita producir de manera eficiente a este
hiperparasito para lo cual se utiliz6 una técnica de aislamiento que se ha usado en
otras investigaciones con otros hongos por lo que también se evalubé € medio de
cultivo mas adecuado usandose uno sdlido y uno liquido, ademés, se determino a
nivel de laboratorio, e tiempo en que las cepas de Verticillum sp alcanzo su mayor
produccion de conidias. Posterior a todo esto se determiné € porcentaje de
hiperparasitismo.

Flores et al (2002), proponen como alternativa a muchos pequefios
caficultores organizados, enfrentar un mercado deprimido mediante e cultivo
orgénico y una de sus variantes, el ecoldgico; ya que obtiene en promedio precios
sensiblemente superiores al mismo tipo de café cultivado de manera tradiciona con
uso intensivo de agroquimicos. Por lo que a El Salvador le conviene cambiar las
précticas de cultivo tradiciona a las précticas de cultivos organicos que resultan més
rentables, de bajo costo y amigables con e ambiente; pero para esto es necesario

invertir en investigaciones sobre control biolégico y practicas organicas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL “CAFETO”

Albarrén (1999), reporta que e género Coffea pertenece al Orden Rubiales,
Familia Rubiaceae, que incluye més de 500 géneros y cerca de 8,000 especies. Asi
como también que e género Coffea fue propuesto por Linneo en 1735, quien més
tarde en 1753 describio la especie nominandola arabica, siendo esta, segin e Fondo
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (1988), la especie econdmica principal.

El mismo autor comenta que los &boles de café silvestre son componentes
naturales de los bosques tropicales de Africa. En € sur de Etiopia, Sudan y Norte de
Kenia, coincide la observacion de que son € centro de diversidad de C. arabica y se
considera a Yemen(a sur de la peninsula arabiga) como e centro secundario de
origen; ya que afinales del siglo VI la especie arabica paso a ese lugar y donde seis
siglos después comenzo a usarse como bebida luego de tostado y molido.

Ospina-Machado (1995), Rememora que € cultivo se comercializo en e siglo
XV, posteriormente, € café fue llevado alaIndiay Java. En 1714 los holandeses lo
trasladaron a Surinam, de este lugar paso a Cayena, Brasil, Colombiay Venezuela
En 1720 los franceses, de las mismas plantas de Java, transportaron semillas a
Martinica, de donde Ilegé a Guadalupe, Las Antillas y América Central; en e siglo
XVIII, e cultivo de café se propagd en América Tropica y parte de la Subtropical en
donde comenz6 a ser un renglon comercial importante desde principios del siglo

XIX.



212CULTIVO DEL CAFETO

El Fondo Nacional de Investigaciones Agropecuarias (1988) destaca que & 80%
de la produccién mundial, corresponde a la especie C. arabica la cua se cultiva en
Centroamérica Colombia, Brasil, India, y en Africa. A nivel mundial, € cultivo del
café fue elevando poco a poco su importancia lo que se reflejé en un continuo
incremento en la produccién. En los afios 60/70 fue de 65 millones de sacos, en 1980
la produccién aument6 a 85 millones y para 1997/98 acanz6 una cifra récord de 107
millones de sacos.

Bertrand & Rapidel, (1999), aseguran que en la actualidad, € café sigue siendo
uno de los principales productos de exportacion en América Central, lo cua la
convierte en laterceraregion cafetalera en el mundo. Esto es por que Centroamérica
posee grandes extensiones de tierras aptas para dicho cultivo, sin embargo hay zonas
tropicales que también poseen condiciones favorables y compiten con un café mas
barato, como es el caso de Asia, 0 de calidad alta, como Colombiay Kenia. Dicha
competencia se ve reflgada en las variaciones ciclicas y bruscas de los precios
internacionales.

2.1.3 - Cultivo del Cafeto en El Salvador

De acuerdo a Flores et al., (2002), en El Salvador se destinan 160,700 Hectéareas
para € cultivo del cafeto, tradicionalmente bajo sombra, la principal regién
productora es la occidental (departamentos de Ahuachapén, Sonsonate y Santa Ana),
con 52% del &rea cultivada y 64% de la produccion; la region Central (desde
Chalatenango hasta San Vicente), cubre 29% del &rea cafetaleray aporta € 24% de
la cosecharegistrada en beneficios. Laregion Oriental (sobre todo |os departamentos

de Usulutan y San Miguel), representa 19% del areay 16 % de la produccion.



Los mismos autores refieren que el sector ha sido golpeado por la crisis de los
afios ochenta, la caida de los precios internacionales y por fendmenos naturales,
principalmente, El Nifio en 1997 y los terremotos de Enero y Febrero de 2001. Sin
embargo, a pesar de la crisis en la que se encuentra la caficultura; para € nuevo
milenio sigue teniendo importancia estratégica como generadora de empleos rurales
en El Salvador. En la cosecha 1999/2000, se contrataron 39.6 millones de jornales
los cuales equivalen a 158 400 empleos permanentes solo en el sector agricola.

Tanto la Fundacién Salvadorefia para Investigaciones del Café, (2001) como
Floreset al., (2002) establecen que desde el punto de vista ambiental, contribuye ala
proteccion de los ecosistemas, ya que la mayor parte de la poca cobertura vegetal del
pais se debe a sistema de cultivo bgjo sombra del cafeto, participa con 2.5% del PIB
y aportacasi 20% a PIB agricola. Por lo cual, cualquier factor o agente que pongaen
peligro ala caficultura, reviste gran importancia para el pais.

Arias (1988) afirma que las plagas de insectos son factores que ponen en peligro a
la caficultura, ya que son causantes de grandes pérdidas en las producciones
cafetaleras. Entre las plagas mas conocidas se tienen; palomillas (Pseudococcus
citri), escamas ovales (Cocus vinidi green), pulgones o piojos (Toxoptera aurantii B
defons), minador de las hojas (Leucoptera coffeella Guerin- Meneville), hormiga
(Atta sp.), perforador o broca de las cerezas del café (Stephanoides hypotenemus
hampei ferrari).

Berkeley & Broome (1988), mencionan que entre las enfermedades, las més
comunes son la gotera 0 mancha de las hojas (Mycena citnicolor), mancha de hierro
(Cercospona coffeicola), antracnosis (Colletotnichum coffeanum) y sin lugar a dudas

laenfermedad mas seriadel cafeto es“laroyadel cafeto” (Hemileia vastatrix).



2.2-LA ROYA DEL CAFETO (Hemileia vastatrix)

Rivas et al. (1996), reporta que Hemileia vastatrix es un basidiomiceto que

pertenece a Orden Uredinales, Clase Teliomycetes, que contiene mas de 5 000
especies, la mayor parte de ellas de gran importancia econémica y con patégenos
reconocidos en més de 200 familias de plantas vasculares.
Avelino et al (1999), citados por Canjura (2000), establecen que Hemileia vastatrix,
se detect por primera vez a principios de 1869 en una plantacion de laida asi&tica
de Ceilan, hoy Sri Lanka. A partir de ahi, se fue dispersando répidamente atoda Asia
y a mismo tiempo fue reportada en paises de Africa oriental y més tarde llego a
Africaoccidental.

Ruiz (1994), menciona que la roya aparecié por primera vez en América en
1970, sugiri6 ademés que las uredosporas fueron trasportadas por los vientos Alisios
desde Africa del Este hasta Brasil. Javed (1987), establecid que en Centro América,
se reportd por primera vez en Nicaragua, en laregion de Carazo en 1976. Luego se
detectd en 1979 en la zona oriental de El Salvador y afinaes de 1980 la enfermedad
se habia diseminado alas regiones central y occidental de El Salvador.

Lopez (1994), describe que los sintomas iniciales de la enfermedad son:
manchas redondas muy pequefias, color amarillo claro, en € envés de la hoja. Luego
las manchas crecen rapidamente hasta alcanzar un centimetro de didmetro y se
cubren de un polvo amarillo o anaranjado, formado por las esporas del hongo; en el
haz, la posicion de cada pustula se manifiesta como manchas cloréticas de igual
tamario, que pueden llegar aunirsey provocar atagues Severos.

El hongo subsiste durante la época seca en lesiones necréticas en hojas vivas

y en hojas secas producidas en la infeccion del afio anterior. Las primeras lluvias



reactivan al hongo formando e inoculo primario. La fase de crecimiento acelerado
del hongo se presenta desde € mes de julio hasta octubre (Epoca lluviosa); la de
méaxima infeccion desde noviembre hasta enero (Epoca seca); la decadencia de los
niveles de infeccion desde febrero hasta abril (época seca). Posteriormente la
incidencia disminuye en forma natural debido a condiciones ambientales adversas y
a la poda de cafetos y &rboles de sombra; hay una fase de crecimiento lento en los

meses de mayo y junio (épocalluviosa). Ver Fig. 1

Condiciones
desfavorables
al hongo

B condicones
favorables
alhongo

(01x) uopendisaid

WESES BEL ARO
Comportamiento tipico de [ roya del cafefo durante el afio

Fig. 1. EPIDEMIOLOGIA DE LA ROYA DEL CAFETO
Tomado de L 6pez (1994)

El mismo autor sigue describiendo que la roya se disemina mediante la
liberacién de las esporas por accion del agua lluvia 'y luego son dispersadas y
posicionadas sobre otras hojas siempre por accion del agua, del viento y por €
hombre. El agua que se acumula en la parte superior de las hojas arrastra las esporas

hasta la parte inferior, donde germinan desarrollando hifas que penetran por los



estomas. La germinacion de las esporas marca el inicio de lainfeccion, y ocurre de
noche, pero en cafetales altamente sombreados ocurre durante € dia. La penetracion
en las hojas ocurre cuando hay condiciones de alta humedad en los cafetales (Agua
liquida sobre | as hojas durante 24 horas).

2.2.1- Control delaroya del cafeto

Bertrand y Rapidel, (1999), expresan que el control de laroya del cafeto, ha
sido principalmente dirigido a uso de fungicidas, € cua ha sido exitoso cuando se
ha hecho en forma adecuada, aunque aumenta |os costos de produccién.

La Fundacién Salvadorefia para Investigaciones del Café (1997) y = Avelino
et al., (1999) citado por Canjura, (2000), coinciden en que en El Salvador se han
empleado satisfactoriamente fungicidas a base de cobre (protectivos), fungicidas
sistémicos (terapéuticos) y mezclas de fungicidas clpricos y sistémicos, pero su ato
costo los ha hecho dificiles de adquirir parala mayoria de los productores.

Rivillas et al, (1999), expresan que ademés, se ha observado que algunos
agricultores no realizan e control quimico en forma apropiada, pues no lo hacen en
presencia de atos niveles de infeccion, lo cual ha impedido que se aproveche su
accion protectora o curativa; asi e control ha resultado ineficiente y ha
comprometido seriamente |la cantidad y calidad de |a cosecha

Asimismo, Gonzalez et a., (1995), sostiene que la contaminacion del
ambiente es inevitable, particularmente el dafio a la fauna benéfica ya que se han
creado problemas no solo con la seleccidn de poblaciones resistentes del patdgeno
sino a favorecer la aparicion de plagas secundarias. Esto lo confirman Véez y
Rosillo (1995), cuando mencionan gue aplicaciones repetitivas de fungicidas a base

de cobre han provocado un aumento en severidad del ataque del minador de la hoja



del café Penileucoptena coffeellay de la arafiitaroja Oligonichusilicis.

Flores et al (2002), proponen como alternativa a muchos pequefios
caficultores organizados, enfrentar un mercado deprimido mediante e cultivo
orgénico y una de sus variantes, €l ecoldgico; ya que obtiene en promedio precios
sensiblemente superiores a mismo tipo de café cultivado de manera tradicional con
uso intensivo de agroquimicos. Por lo que a El Salvador le conviene cambiar las
précticas de cultivo tradiciona a las précticas de cultivos organicos que resultan més
rentables, de bgjo costo y amigables con el ambiente; pero para esto es necesario
invertir en investigaciones sobre control biolégico y practicas organicas.

2.2.2- Resistencia genética

Avelino et al., (1999), citado por Canjura (2000), plantean que una de las
aternativas para e control de la roya es el mejoramiento genético. Al menos nueve
genes estan implicados en la resistencia especifica del cafeto alaroya, dichos genes
corresponden a la resistencia “ gen a gen” seguin lateoria de Flor. De los nueve genes
conocidos, cuatro han sido identificados en e Coffea arabica.

Ruiz (1994), cita que en América los cultivares tradicionales poseen una
estrecha base genética, por lo cual e problema de la roya adquiere mayor
trascendencia y se hace més dificil encontrar alguna variacion importante en
resistencia.

Beker (1978), y Echeverri (1980), comentan que en El Salvador el
mejoramiento genético comenzo en los afios 70s. Estas investigaciones estuvieron a
cargo del Ingtituto Salvadorefio de Investigaciones del Café, 1SIC, ahora Fundacién
Salvadorefia para Investigaciones del Café PROCAFE, e cua se dedicd d

mejoramiento por hibridacion con la meta de crear variedades resistentes alaroya.



Schieber (1977), establecié que tomaria 10 afios reponer una variedad susceptible,
con otra que fueraresistente, creada por métodos genéticos, en una region especifica
Beker (1978), lo ratifica a mencionar que €l proceso de obtener variedades
resistentes es muy lento y costoso en esta formactradicional.

Echeverri, (1980), agrega que para las investigaciones en mejoramiento genético
el Ingtituto Salvadorefio de Investigaciones del Café, 1SIC, usd materia procedente
del Centro de Investigaciones sobre la Roya en Oeiras, Portugal, en visitas que
técnicos del ISIC redlizaron a dicho Centro. Las evaluaciones de este material
introducido demostraron que €l hibrido de Timor, e cua tiene resistencia frente a
todas las razas de la roya, mostré una adaptacion negativa a las condiciones de El
Salvador, mientras ya su cruzamiento con Caturra, e Catimor ha presentado una
buena adaptacion principalmente en alturas mayores a 1000 msnm.

Sin embargo, Beker, (1978), y Echeverri, (1980), mencionan que esta variedad hasta
1978 se encontraba a nivel experimental.

Ya en la década de los 90 Rodriguez (1990), reportd que algunas progenies de
Catimor, bgjo ciertas condiciones ambientales como son climas célidos y de poca
humedad, presentan pérdida de vigor que conduce a un agotamiento, casi irreversible
en la planta. Ante esta Situacion se han realizado esfuerzos por mejorar €
comportamiento del Catimor, especialmente su adaptacion y vigor en las zonas no
favorables.

2.2.3 Control Biolégico

El control biolégico es otra opcién para € control de la roya, De Bach (1992),
definid e control biolégico como: “ La accion de parésitos, predadores, o patdgenos

para mantener la densidad de poblaciones de otro organismo a un promedio mas bajo



que e que exitiria en su ausencia’. Baker (1987), considera que e control bioldgico
de las enfermedades de las plantas permite reducir la cantidad de in6culo o la
actividad del patdgeno, a través de mecanismos producidos por una serie de
organismos incluyendo a laplanta misma.

2.3-Verticillum s

Figura2. Verticillum sp en medio de cultivo PDAA.
Tomada de la paginawww.tamagawa.ac jp/.../tama_kin/dide21.htm.

Bigre et al, (1990), describe d hongo como un hongo imperfecto que pertenece d
orden de los Moniliales, poseen conidias libres, ovoides, hidinasy unicelulares,
actualmente se conoce como Verticillum lecanii. pero queatravésde tiempo, sele
ha conocido con los nombres de: Cephal osporium lecanii Zimmermann (1898),
Oospora necans Saccardo & Trotter (1906), Cephal ogporium coccorum Petch (1925),
Cephal osporium longisporum Petch (1925), Cephal osporium aphidicola Petch (1931),
Cephal osporium dipterigenum Petch (1931), Cephal osporium muscarium Petch (1931),
Cephalosporium thripidum Petch (1931), Cephalosporium nodul osum Petch (1939),

Verticillium hemileiae Bouriquet (1939), Cephal ogporium lanoso-niveum van Beyma



(1942), Cephal osporium subclavatum Petch (1942) (Commonwealth Mycologica
Institute, 1979);

Hall (1981), en trabajos realizados plantea que Verticillum lecanii crece bien en
un medio de cultivo a base de agar malta, harina de avena o papa dextrosa agar, en
los cuales se desarrolla un micelio delgado blanco o crema, con menos color o de
color amarillo en e inverso del cultivo. La germinacion de esporas asi como €
crecimiento de los aislamientos requiere de temperaturas de 20 a 25°C, declina poco
a poco a temperaturas mayores de 25°C, y se detiene a temperaturas mayores de
30°C; laesporulacion cesaalos 30°C.

El Commonwealth Mycologica Institute (1979), da medidas de las hifas,
reportando que son de una a dos micras de ancho.

Rivas et al, (1996), reportan que & hongo Verticillum sp se ha encontrado en areas
tropicales y subtropicaes, parasitando insectos, royas y otros hongos superiores; es
un habitante comun del suelo, donde sobrevive saprofiticamente en restos de plantas
y otros tipos de materia en descomposicion. No obstante, Monzon (1992), ha lo ha
seflalado principalmente como un hongo entomopatdgeno muy importante para
controlar plagas fundamentales de cultivos, tales como &fidos y escamas y se han
observado epizootias en las regiones tropicales y subtropicales, asi también Romero
& Camon, (1995), Lo reportan como parasito de las moscas blancas Trialeurodes
vaporiorwn Westwood y Bemisia tabaci Gennadius. Shaw, (1988) lo encontré En
Nueva Guinea en escamas (coccidos) del caféy en una palomilla

Véez-Arango (1991), menciona que Verticillium sp se ha reportado en
varios paises como hiperparasito de royas en diferentes cultivos. En cafeto se ha

encontrado hiperparasitando en forma natural pustulas esponjadas de roya, donde se



observa un crecimiento blanco del hiperparasito sobre las uredosporas que avanza
hacia los bordes y degja en € centro solo tgjido necrético, (Ver Figura 3). Sin
embargo, Shaw (1988) y Gonzalez & Martinez (1996), establecen que el porcentagje
de parasitismo natural ha sido bajo para gercer un buen control. El mismo Shaw
(1988), refiere que en e mercado se encuentran productos comerciales con cepas de
este hongo, entre estas preparaciones se menciona V ertelec (contra afidos) y Mycotal

(contra mosca blanca).

Figura 3. Hojas de café con pustulas de roya hiperparasitadas por Verticillum sp.
Se observalas plstulas cubiertas por micelio blanco tipico de Verticillum sp.

(Foto tomada por AngelinaCudllar ~ 2005).
2.3.1 Modo de accién.

Estudios realizados por Leguizamon et al. (1989), mostraron que micelio y
conidias de V. lecanii afectaron negativamente € desarrollo de H. vadtatrix, la
germinacion de uredosporas, sus periodos de incubacion y latencia, y la tasa de
infeccion.

Asi mismo, Rivas et al. (1996), observaron bajo el microscopio electronico de

barrido, que la mayoria de las uredosporas fueron invadidas por hifas de Verticillum



sp. y en algunos casos, una sola uredospora fue invadida por més de una hifa del
hiperparésito, destruyendo su contenido, especialmente de uredosporas maduras. El

grado de infeccion de la hoja se vio reducido, por lo que los autores concluyeron que
Verticillum sp tiene potencial como controlador biolégico deH. vastatrix.

En estudios realizados por Monzon (1997), también se observo la capacidad
de Verticillum de hiperparasitar pustulas de roya, y al igual que Rivaset al. (1996),
observo la actividad inhibidora en la germinacién de las uredosporas.

Vélez-Arango (1991), observdé que a asperjar extracto metabdlico de
Verticillum sobre uredosporas de H. vadtatrix, éstas presentaron cambios
morfol6gicos tales como la desintegracion, pérdida del contenido, anomalias en las
paredes como pérdida de las estructuras equinuladas, pérdida de la turgencia y
cambios relacionados con tincion a ser coloreadas con azul de lactd fenol. Ademas,
también observdé que a asperjar las hojas de cafeto con cultivo licuado del
hiperparasito, se formé micelio arededor de las uredosporas en € punto de entrada
del estoma

Vélez-Arango (1991), al igua que Rivas et al (1996), observaron que €
cultivo licuado y €l extracto metabdlico del antagonista afectaron la evolucion de las
lesiones y la germinacion de uredosporas. Dicho efecto fue provocado por la
inhibicion total de la germinacion y agunos cambios morfoldgicos en las
uredosporas.

Por su parte, Vélez y Rosillo (1995) cultivaron Verticillum en cado
Sabouraud dextrosa, con aternancia de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, a una
temperatura promedio de 24° C y se acanzé una concentracion de 3.5x10°

conidias/mi al cabo de 15 dias.



En trabajos més recientes, Romero y Camon (1995), lograron reproducir €l
hiperparasito en papa dextrosa agar, inocularon 2 ml de una suspension conidial en
agua destilada y a medio de cultivo que se incubd a temperatura ambiente. Al cabo
de cuatro a siete dias lograron una concentracion de 1x10° conidias/m
2.3.2 - Efectividad bajo condiciones de campo.

Eskes et al. (1987), afirmaron que V. lecanii puede hiperparasitar las pustulas
de roya del cafeto de cinco a siete dias con humedades relativas de 99%. Sin
embargo su accién hiperparasitica disminuye con humedad relativa de 95% y es nula
a 66%. Monzon, (1992), refiere que muy pocos estudios se han redlizado para
determinar exactamente las condiciones que favorecen €l hiperparasitismo del hongo.
Varios edudios coinciden que condiciones ambientales desfavorables, como es €
caso de baja humedad, puede ser € factor limitante. Este autor en 1992, realizé un
estudio en tres zonas de Nicaragua que le permitio concluir que existen dos factores
limitantes a nivel de campo que afectan la incidencia de Verticillum sp. la cantidad
inicial de roya presente y la humedad. Posteriormente en México Alarcon y Camon,
(1994), observaron la mayor esporulacion de V. lecanii en los meses con menor
precipitacion pluvial tanto en condiciones naturales como manejando |as aspersiones
del cafetal.

Velez y Rosillo (1995), a estudiar una cepa de Verticillum en Colombia,
concluyeron que a ser aplicado en el campo & hongo a una concentracion de
3 x 10° conidias/ml, no se evit6 la aparicién de la enfermedad, pero se redujo €
nimero de lesiones en € arbol y la caida de |as hojas fue menos acelerada.

Esto coincide con Monzon (1997), quién observo la mayor incidencia de

Verticillum a los primeros 10 dias después de la aplicacion de dicho hongo (1x10°



conidias/ml) en un invernadero, donde se alcanzaron niveles hasta del 80%, y
posteriormente decrecio.

Ademés, observé que e mayor nimero de pustulas hiperparasitadas fue a los
15 y 20 dias después de la aplicacion. Esto se debid a que d niUmero de pustulas en
las hojas parasitadas aumentod, en cambio €l nimero total de pustulas disminuyo a

caer las hojas af ectadas de la planta.



3- METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1Tipo de estudio
Tomando como base o establecido por Tamayo y Tamayo (1994), la investigacion
que se realizo fue de carécter exploratorio descriptivo, ya que segin é este es un
estudio que cumple con las siguientes etapas:
Descripcion del problema, Definicion de formulacion de hipétesis, marco térico,
seleccion de técnicas de recoleccion de datos, verificacion de valides de
instrumentos, descripcion, andlisis e interpretacion de datos.
3.2 Ubicacion geogr afica de la investigacion

Lainvestigacion se desarroll6 en dos fases. La primerafase  llevo a cabo en €
campo, muestreando las fincas. Esmeralda, Calistemo, y Cooperativa el Espino,
ubicadas en el municipio de antiguo Cuscatlan departamento de San Salvador, y una
cuarta muestra se colectdé en la finca San José Cantdon e Pozon California
departamento de Usulutan (ver cuadro 1).

Y lasegundafase serealizo en el laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de
la Fundacion Salvadorefia para la Investigacion del Café (PROCAFE), ubicada en

Santa Tecla, departamento de la Libertad.



3.3 Caracterigticas de cada finca de donde provenian las cepas.

Cuadro 1: Caracteristicas geogréficas y climéticas de las cuatro fincas
muestr eadas.

Finca Altitud (msnm) TO° Tipo de Cultivo
Calistemo 950 20-25 Convencional
Esmeralda 950 20-55 Convencional
El Espino 900 - 1200 20-27 Orgéanico

Certificado
San José 1000 - 1200 23-28 Convencional

3.4) TECNICA DE RECOLECCION DE MUESTRA

Para la recoleccion de las muestras de hojas con pustulas de roya hiperparasitadas
con Verticillum sp se visitd una vez cada una de las fincas Esmeralda, Calistemo,
San José y El Espino.

Antes de tomar las muestras se rocio la ropa de los colectores con alcohol al
70% asi como también se hizo un enjuague de manos con la misma sustancia, dado
gue las hojas fueron cortadas con las manos. Posteriormente las muestras fueron
llevadas al laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de PROCAFE en bolsas
plésticas de 5 libras previamente desinfectadas con acohol a 70%.

Se colocaron en camaras himedas, |as cual es consistieron de una caja pléstica con
tapadera, esta se lavo bien con jabon se desinfectaron con acohol a 70%, después se
enjuagaron con agua destilada para quitar €l olor aacohol y para evitar que el hongo
se muriera, a fondo de la cagja se le colocd papel toalla humedecido con agua

destilada para mantener el medio himedo y asi € hongo siguiera desarrolldndose.



Se colocaron las hojas con postulas de Verticillum de donde se obtuvieron las esporas
para el proceso de aislamiento y evaluacion de las cgpas de hongos Verticillum sp.
3.5) TECNICA DE AISLAMIENTO

Se prepar6 un litro de medio de cultivo PDAA (papa dextrosa agar acido). Antes
de verter el medio en las cgjas de petri se colocd en la cdmara de flujo laminar donde
se le agregaron 50 gotas de ac. lactico al 50 % posteriormente se colocaron 50 ml del
medio en cada una de 20 cajas petri previamente esterilizadas. Se esperaron quince
minutos para que € medio solidificaray poderlas utilizar parainocular €l hongo.
3.5.1) INOCULACION DE Verticillum sp.

Con ayuda del estereo microscopio se revisaron las hojas que se tenian en camara
himeda, con ayuda de un bisturi N° 10 se les contaron las pustulas que tenian un
mayor de desarrollo de Verticillum sp. y con ayuda de un asa estéril s tomo6 una
muestra del micelio e cua se colocd en un portaobjeto para observarla a
microscopio compuesto. Dado que este hongo es hialino para su identificacion no se
utilizo ningan colorante para su identificacion.

Para su identificacion se utiliz la clave taxondmica propuesta por Barnett y
Hunter (1972). Una vez identificado e micelio del hongo Verticillum se procedi6 a
trabajar bajo condiciones de la camara de flujo laminar. Siempre con laayuda de un
asa estéril se tomo una muestra de micelio y se colocd en cada una de las cajas petri
las cuales se sellaron con papel parrafil paraevitar contaminacion y se dejaron dentro
del laboratorio a una temperatura ambiente (25° C).

Al observar por medio del microscopio e desarrollo del hongo y a encontrarse

contaminado con otros microorganismos se eliminaba la cgjay con las que se tenia



con hongo puro se prosiguié a un repique en otras cgjas petri aidando asi a
hiperparasito y obtener “cepas puras’.
3.5.2) Prueba de Reproduccion de cepas de Verticillum sp en sustrato solidé y
liquido.
Sustrato sdlido

Este medio se colocd en diez botellas de vidrio (botellas aplanadas de licor de un
cuarto de litro conocidas como pachas de guaro), previamente esterilizadas.
El sustrato solid6 que se utiliz6 fue arroz precosido, e cual se lavd con agua
desmineralizada y con ayuda de un embudo se colocaron 40 gr de arroz 'y 30 ml de
agua destilada en cada botella, se taparon con algoddn y se colocaron a autoclave a
120° C y una presion de quince Ib. Por 20 minutos.
Luego sellevaron las botellas ala cdmara de flujo laminar, se desinfecto el areay los
materiales a utilizar y de una cepa pura de Verticillum se tomo una porcion peguefia
y seinocul 6 dentro de la botella que contenia €l arroz, se flamedla boca de la botella
y sevolvio atapar y se degjo en observacion por un tiempo de quince dias.
Sustrato liquido:

Este otro medio se coloco en fermentadores artesandes (KITAZATO) €

sustrato liquido que se utilizo fue melazay se preparé de la siguiente manera:
Se utilizaron 500 ml de agua destilada, 40 gr de melaza, 25 gr de levadura de
panificador.
Se mezcl6 y se taparon con tapones de hule envueltos en papel auminio, se
esterilizaron en una autoclave por dos veces a 120 © C durante 25 minutos, después
de cada esterilizacion se esperd 24 horas. Luego se continud con la inoculacion del

hongo.



Para esto se elabord una suspension a 75 % de esporas del hongo aislado utilizando
agua destilada estéril.

Para obtener las esporas se prepard un litro de solucién de jabédn tween a 80 %, se
tomo 0.5 gr de este jabdén y se disolvid en un litro de aguay luego se esterilizo por 25
minutos. De esta solucién se adicionaron 25 ml a cada cagja petri que contenia el
hongo crecido y se realizé un suave raspado de micelio para obtener esporas. Esto se
verificd por medio del microscopio antes de adicionar las esporas.

Los 25 ml de la solucién de esporas se le adicionaron 75 ml de agua estéril para
obtener la suspension que se adiciono a fermentador que contenia la melaza.

3.6) Evaluacion del hiperparasitisno sobre puastulas de roya, por medio de la
asper sion de la suspension de esporas de Verticillum sp

Esta parte se realizd en € jardin de variedades de PROCAFE. Se instal6 un ensayo
mediante e disefio estadistico completamente a azar con cuatro aplicaciones y
cuatro repeticiones de cada uno mas € testigo. Se eligio una parcela de 8 surcos de
los cuales a 4 se les aplicd la suspension del hiperparésito degjando un surco por en
medio que seria el testigo (Ver Fig. 4). Las golicaciones fueron las cepas aidadas, de
cada una de las fincas muestreadas (VC1- Cepa Calistemo, VE2. Cepa Esmeralda,
VES3- Cepa El Espino, VSJ4 - Cepa San José) de las cuales se prepararon
suspensiones de esporas a 75 % en agua destilada y luego fueron asperjadas con un
rociador manual pléastico.

En esta fase antes y después de la aspersion fueron evaluados los pardmetros
siguientes:

Antes:

* El nimero de hojas totales pon surco



* El nimero de hojas con roya por surco
* El nimero de pdstulas con roya por surco
Después de la aplicacion:
*El numero de pustul as hiperparasitadas.
Para este paso se esperaron diez dias después de la aplicacion pararedizar la primera
evaluacion (conteo de pustulas de roya hiperparasitadas) y la segunda evaluacion se
[levo acabo a los quince dias después. Todos estos datos se fueron anotando para
luego elaborar un cuadro comparativo de promedios del hiperparasitisno con los

datos inicialesy los datos obtenidos a los quince dias después de la aplicacion.
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Figura 4: esquema de la aplicacion de la suspension del hiper parasito a

arbustosen €l jardin de variedades de PROCAFE.



4 -RESULTADOS
Dentro de esta investigacion se evaluaron dos tipos de medio de cultivo para la
reproduccion de conidias de Verticillum, siendo el mas eficiente el medio liquido.
El cuadro 2, presenta los promedios de concentraciones de conidias/ml encontradas a
los 15 dias después de la inoculacion de cada una de las cepas de las fincas
muestreadas. De donde es notable que la finca Caligemo tuvo una concentracion de
11.2X 103 conidias /ml siendo la mayor concentracion y la finca San José con una

concentracion 1.8X102 conidias/ml siendo la menor concentracion.

Cuadro: 2 Promedios de concentraciones de conidias de Verticillum sp obtenidas a
los 15 dias de inoculacion.

APLICACIONES Promedios de concentraciones de
(fincas) conidias/ml

de Verticillum sp

VC1 (finca Calistemo) 11.2X 108 conidias /ml
VE2 (fincaEsmerada) 3.4X108 conidias /ml
VES3 (fincaEl Espino) 2.5X108 conidias /ml

TSH (finca San José) 1.8X10? conidias /ml




En el cuadro 3 se presentan los parametros evaluados antes de la aplicacion

de la solucién de esporas de Verticillum sp en e Jardin de V ariedades de Procafé.

CUADRO: 3 Parametros eval uados antes de la aplicacion de la solucion de esporas.

Aplicaciones N° de hojas | N° de hojas | Totd de | Total de hojas | Totd de
(cepas por finca) | totales por | totales con | pustulas con | hiperparasitadas | plstulas de
surco. roya  por | royapor surco | por Verticillum | Roya
Surco hiperparasitadas
VC1 40 27 116 0 0
(cepafinca
Calistemo)
VE2 57 33 165 0 0
(cepafinca
Esmeralda)
VEs3 60 34 50 0 0
(cepafincaEl
Espino)
VsSK 59 28 59 0 0
(cepafinca San
Josd)
Testigo 69 32 80 0 0




En el cuadro 4 se presenta lo obtenido después de quince dias de la aplicacion

de la solucion de esporas, tomando en consideracion la cantidad de hojas

hiperparasitadas por Verticillum sp por surco, la cantidad de pulstulas de roya

hiperparasitadas por surco y €l total firel de hojas parasitadas por roya.

CUADRO: 4 Tota de hojasy pustulas hiperparasitadas a los quince dias después de
laaplicacion, de la suspension a 75 %.

Aplicaciones | N° de hojas | N° de hojas | Tota de | Total de hojas | Totd de
totales por | totales con | pUstulas  de | hiperparasitadas | puUstulas deroya
(cepas por - . .
finca) surco. roya  por | royapor surco | por Verticillum | hiperparasitadas
surco después de la | después de la | por surco
aplicacion aplicacion
( vel 40 0 47 30 69
cepafinca
Calistemo)
( VEfZ 57 7 120 33 45
cepafinca
Esmeralda)
VES3 60 2 2 34 48
(cepafincaEl
Espino)
VSK 59 0 5 28 54
(cepafinca San
Josd)
Testigo 69 32 80 0 0




En e cuadro 5 se presenta una comparacion en porcentgjes del total de

pustulas de roya antes y después de los quince dias de la aplicacion. Puede notarse

claramente la reduccion del numero de pustulas de roya y tomando en cuenta los

porcentajes, puede verse que se redujo aun 44.63 % el parasitismo d laroya

CUADRO: 5 Comparacion de porcentajes del total depustulas de roya por surco en
el Jardin de Variedades de Procafé.

Aplicaciones | Total de pustulas % Tota de pastulas %
(cepas por de roya por surco de roya por surco
finca) al inicio después de los 15
diasdela
aplicacién
VC1l 116 29.74 49 12.05
VE2 165 42.30 120 30.80
VES3 50 12.82 2 0.50
VSH 59 15.13 5 1.28
S 390 100 % S 174 44.63 %




5- DISCUSION DE RESULTADOS

Como se establecié en los resultados en cuanto a la comparacion de medios
solido y liquido,  decidio trabajar con e medio liquido debido a que con este se
obtuvo ademés del desarrollo de micelio una abundante produccién de conidias. En
cambio en el medio sdlido solo se obtuvo desarroll6 de micelio.

Como se puede observar en e cuadro 2 hay una notable diferencia en los
promedios de concentraciones de conidias obtenidas. Esta divergencia obtenida
permite comprobar lo que Leguizamon (1989), establece que factores como
temperatura, humedad, sombreado, podas, etc. puedan variar la reproduccion de este
tipo de hiperpérasito.

En & cuadro 3 se observa que en los parametros evaluados existe una
diferencia debido a que dicha investigacion fue aplicada al azar en e Jardin de
Variedades de Procafé, por lo que no todas las ramas de cada érbol del surco,
presentaban € mismo nimero de hojas totales, ni e mismo nimero de hojas con
roya, por lo tanto también el nimero total de pulstulas con roya por surco era a
variable.

Los resultados del cuadro 4 permitan suponer que e hiperparasito Verticillum
sp tiene una lenta propagacion natural, esto puede observarse al comparar los datos
del testigo con los tratamientos aplicados ya que después de los 15 dias no se obtuvo
ni una pustula de roya hiperparasitada por Verticillum sp. En cambio para los
diferentes aplicaciones hubo una reproduccion de pustulas de roya 'y por su puesto
hubo un aumento de pulstulas del hiperparasito. En forma general se podria plantear
que para que €l hiperparasito, parasite con mayor rapidez a la roya, debe de hacerse

unainoculacion de caracter manual.



Al hacer una comparacion porcentual tal como se ha hecho en e cuadro 5
puede apreciarse el efecto positivo de lainoculacién manual del hiperparasito ya que
en e inicio setuvo un total de 390 pustulas de roya que constituyen el 100 y después
de los 15 dias de la aplicacion se redujo a 174 pustulas de roya que equivales a un
44.63 %. Planteado de otra manera El total de pUstulas de roya hiperparasitadas antes
de laaplicacion erade 0, después de los 15 dias de la aplicacion se llego a oltener un

total de 216 pustulas hiperparasitadas.



6. CONCLUSIONES

1-Deacuerdo a los resultados se puede concluir que la técnica de aidlamiento
utilizada en esta investigacion fue efectivay ademas innovadora y puede utilizarse
para seguir reproduciendo a este tipo de hiperparasito.

2- El mejor medio de cultivo resulto ser el medio de cultivo liquido preparado
con melaza en fermentadores artesanal es.

3- Resultados obtenidos, permiten establecer que e tiempo en dias en que
Verticillum alcanza un nivel de desarollo bajo condiciones de laboratorio esde 15
dias.

4- Tomando en consideracion la hipotesis de esta investigacion se concluye
ademés que cepas nativas de Verticillum sp que ocurre de manera natural en e
campo, pueden utilizarse como controlador bioldgico de laroya del cafeto (Hemileia
vastatrix)” .

5- Los datos finales de esta investigacion determinan la eficacia del
hiperparasitismo de Verticillum sp. en un corto tiempo como fueron 15 dias.

6- Resultados obtenidos en e laboratorio, determinaron que las
concentraciones de conidias obtenidas no esta sujeta ni a bgas ni dtas

concentraciones, basta la presencia de conidias.



7. RECOMENDACIONES

1- Monitorear cepas nativas de Verticillum sp como controlador biolégico de
la roya del café para asi poder establecer € tiempo en que este hiperparasito se
dispersa de manera natural.

2- Lacolectay posterior reproduccion de Verticillum sp se recomienda hacer
en época lluviosa, dado que en época seca por las condiciones de humedad son
adversas a hiperparasito.

3- Identificar la o las especies de Verticillum sp. presentes en el pais.

4 - Evauar otras sp de hiperparasito existentes como Trichoderma, Fusarium

etc. parael control bioldgico de laroya.
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9-ANEXOS

ANEXO 1 Hojas de cafeto con pustulasy esporas de Roya.

1-A 1B

¥ - - .
Bandola con hojas con roya Envés de la hoja con pustulas de roya

Esporas deroya Esporas de roya vistas en el microscopio



ANEXO 2 Micrografias de hifasy esporas de Verticillum sp.

2-B

Hifas de Verticillum sp Hifas de Verticillum sp con mayor

desarrollo

Esporas de Verticillum sp



ANEXO 3 Recoleccion, seleccion y aisamiento de Verticillum sp.

3-A 3-B

Recoleccion de muestras para el aisdamiento de Verticillum

3-C 3-D

12.06.2005 15:03

Seleccion de lamuestra Aislamiento de Verticillum sp



ANEXO 4 Preparacion de medios

4-A 4-B

Preparacion de medio de cultivo liquido Fermentadores artesanales con
medio liquido y botes con medio solidé

Fermentadores artesanales



ANEXO 5 Preparacion de suspension de Verticillum sp y aspersion en el campo

5-A 5-B

Frascos con Suspensiones de esporasy Preparacion suspension de esporas de
Cajas petri con cepas puras de Verticillum sp en rociadores manuales.
Verticillum sp.

5-C

=W
¢ hﬁ

Aplicacion de la suspension de esporas de
Anotaciones antes de la aplicacion Verticillum sp.
hiperparasito







