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RESUMEN.

Las enfermedades causadas por hongos en el cultivo del café tienen una gran incidencia
en la calidad del grano y en la economia de los productores. Hemileia vastatrix es el
hongo causante de la principal enfermedad de este cultivo, ya que a lo largo de la
historia ha generado las mayores pérdidas debido a que afecta los tejidos vivos de las

hojas y es altamente propagable.

El objetivo de la investigacion fue aislar un hongo hiperparasito de la roya del cafeto y
aplicarlo en plantas de café infectadas (Anexo 1), por lo que el trabajo se realizé en tres
fases, en la primera se recolectd y se aisl6 la cepa de Simplicillium lanosoniveum, el
cual se encuentra naturalmente parasitando la roya, dicho hongo se colect6 en el
Municipio de Concepcion de Ataco, un lugar representativo de la caficultura
salvadorefia; en la segunda fase se reprodujo masivamente la cepa en arroz precocido y
en la tercera se aplico y evaluo en plantas de café del mismo cultivo de donde se extrajo

la cepa.

El ensayo se realiz6 bajo un disefio completamente al azar, seleccionando asi tres
parcelas una por cada tratamiento y el testigo, dentro de las cuales se eligieron cincuenta
arboles de cafeto como parcela efectiva. La aplicacion del hiperparasito aislado y
producido en arroz se realizé en dos diferentes dosis y concentraciones de esporas, para
el tratamiento uno se utiliz6 900 gramos de arroz inoculado por 50 litros de agua
(2.4x10" esporas por mililitro de agua) y para el tratamiento dos se utilizé 1500 gramos
de arroz inoculado por 50 litros (3.21x10" esporas por mililitro de agua); es decir, a cada
planta de café muestreada en ambos tratamientos se le asperjo un litro de agua inoculada

con el hongo, dichas aplicaciones se realizaron tres veces en un intervalo de quince dias.

Las evaluaciones de las variables incidencia y severidad de roya, se realizaron pre y
quince dias post a cada aplicacion; para ello, se dividié cada cafeto evaluado en tres
estratos, muestredndose una rama por cada uno, en el caso de la incidencia se
contabiliz6 el numero de hojas infectadas y hojas sanas de cada rama; en cambio, la
severidad se evalud de dos formas: contabilizando el nimero de pustulas de tres hojas
de cada rama escogida y determinando el porcentaje de dafio de cada hoja de acuerdo a

la escala de severidad para roya.
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Los resultados de la identificacion de la cepa aislada y evaluada indicaron que tiene una
secuenciacion de identidad méxima del 99% con la adhesion del GenBank KT878334.1
de S. lanosoniveum, dicha identificacion por medio de la base de datos de secuencias
ITS fue realizada por el Laboratorio de Técnicas Moleculares Aplicadas a la
Fitoproteccion de la Universidad de Costa Rica. La identificacion de la morfologia
macroscopica y microscopica del hongo realizada en este estudio, constatd lo descrito
por Zare y Gams 2001, ya que se observé colonias blancas con apariencia algodonosa y
con un halo color amarillo cremoso en la parte inferior, células conidiégenas siempre

solitarias y conidios de distintas formas y de un tamafio promedio de 1.8 x 1.5 pm.

Los resultados de la investigacion indicaron que S. lanosoniveum es un hongo
filamentoso que se puede aislar perfectamente en medio de cultivo PDA, producirse
masivamente en medio so6lido (arroz precocido) en un periodo de 18 dias y en
condiciones de campo parasitar las pastulas de roya totalmente en un lapso de 15 dias.
Los datos obtenidos de hiperparasitismo, se analizaron por el modelo de analisis de
varianza para una variable, el cual nos indico que las diferentes dosis y concentraciones
del hongo aplicadas presentaron entre ellas diferencias estadisticamente significativas,
ya que de acuerdo a la disminucién de la enfermedad en cada parcela para las variables
epidemioldgicas de incidencia y severidad, entre la primera y la ultima evaluacion del
tratamiento uno y dos fueron respectivamente: 11,94% y 28,77%; 23,60% Yy 33%. Por
lo tanto se concluyé que la enfermedad con la accion del hiperparasito en estudio
disminuy6 un 70% en las plantas del tratamiento uno y en las del tratamiento dos

disminuyé un 89%.
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. INTRODUCCION

En El Salvador el cultivo del café juega un papel importante en la economia, generando
alrededor de 150,000 empleos directos y cerca de 500,000 empleos
indirectos, ademas representa un 7.5 % de las exportaciones totales y el 22.8 % del PIB
Agricola (Consejo Salvadorefio del Café (CSC) 2013). Aunque durante los Gltimos afios
el cultivo del cafeto ha venido declinando debido al incremento de problemas como: los
altos costos de produccion, los bajos precios que se pagan al productor y la incidencia

de plagas y enfermedades (Monzén 1992).

Las variedades del arbusto de café como Paca y Bourbon son las méas cultivadas en
nuestro pais debido a la calidad del grano, pero en los ultimos afios se ha sustituido gran
parte del bosque cafetalero con variedades resistentes a las enfermedades mas comunes.
En América Central, las enfermedades mas comunes son: El ojo de gallo (Mycena
citricolor), mancha de hierro (Cercospora coffeicola), antracnosis (Colletotrichum sp),
derrite 0 quema (Phoma costarricenses), mal de hilachas (Corticium koleroga) y la roya
(Hemileia vastatrix) (Lépez 2010); esta ultima, segun la Fundacién Salvadorefia para
Investigaciones del Café (PROCAFE) 2013 desde su aparicion en los afios de 1979, es
la principal enfermedad de importancia econémica del café y segin Subero (2005) es
considerada en el ambito mundial entre las siete enfermedades mas peligrosas que
atacan al cafeto, ya que puede llegar a causar hasta un 100% de dafio en las plantaciones
y reducir considerablemente en unos pocos afios la produccién de las plantaciones, ya
que provoca la caida prematura de las hojas propiciando la reduccion de la capacidad
fotosintetica asi como el debilitamiento de los arbustos de café, lo que finalmente causa
la muerte de estos (American Phytopathological Society (APS) 2011).

En El Salvador desde la introduccion de la roya se han registrado pérdidas debido a que
el parque cafetalero esta constituido en un 88.1% con variedades susceptibles a la roya
(Bourbon, Paca, Catuai y Pacamara) (PROCAFE 2014), sin embargo fue en el afio 2012
que se desato el peor brote de roya del café de los ultimos 50 afios, el cual impacté al
menos un 47% del parque cafetalero nacional (Oxfam 2014), generando una reduccion
de al menos 400,000 mil quintales de una produccién nacional estimada en 1.9 millones
de quintales. Las variedades cultivadas en bajio y media altura reportaron las mayores

pérdidas las cuales rondaron el 50%, lo cual gener6 una pérdida total del 34.2% en
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exportaciones (Programa Mundial de Alimentos 2013). A partir de esa epidemia, la
produccion del café en el pais ha experimentado un marcado declive, lo cual se
evidencia en la cosecha de 2013/2014 en comparacion con la temporada 2012/2013 ya
que se redujo un 58% (Oxfam 2014). Otra problematica generada por la Roya es los
efectos colaterales y repercusiones socioecondmicas que implica, ya que segun el CSC
(2013) la generacion de empleo por parte del rubro cafetalero constituye cerca del 6%
de la poblacion econémicamente activa y debido a la pérdida de jornales de café y la
reduccion de los precios internacionales del grano son alrededor de 7,608 hogares
participantes en el jornaleo del café que estdn clasificados en una situacion de

inseguridad alimentaria moderada (Oxfam 2014).

Por todo lo que la roya implica, en nuestro pais y en el resto de paises cafetaleros se han
implementado diferentes estrategias para el combate de dicha enfermedad, entre ellas
estan: el uso de fungicidas, los cuales no son muy factibles porque incrementan los
costos de produccién; la aplicacion de practicas culturales que incrementan la
productividad compensando asi las pérdidas por la roya; el uso de variedades
resistentes, lo cual implica una desventaja debido a que las variedades menos resistentes
a la roya poseen granos de mayor calidad e importancia econdémica, por lo que la
implementacién de esta Gltima técnica no es tan factible y aumenta la pérdida de
diversidad genética autdctona; el uso de microorganismos antagénicos del fitopatégeno

y el control integrado (combinacion de varias estrategias) (Avelino y Rivas 2013).

En los Gltimos afios se ha vuelto una necesidad combatir la roya de una manera rentable
econdmicamente y amigable con el medio ambiente, por lo tanto se han propuesto
diferentes microorganismos antagonistas entre los que se encuentran los hongos
fungiculares, los cuales estan asociados a otros hongos como parésitos o saprofitos
(Hawksworth et al. 1995). El hiperparasitismo es el metodo que se ha propuesto en
varios estudios relacionados a la roya, en nuestro pais, instituciones como PROCAFE y
COEX promueven el uso de Trichoderma harzianum como medida bioldgica preventiva
para el control de la roya, pero segin James et al. 2016, Lecanicillium lecanii y el
género Simplicillium son los mejores candidatos micoparasitantes de alta abundancia
para el control de la roya del cafeto, esto debido a que atacan a las pustulas en su etapa
de madurez. La especie L. lecanii ya es ampliamente conocido como un antagonista de
la roya del café, en cambio el género Simplicillium solo ha sido reportado por Zare y

Gams 2001 y James et al. 2016, como asociada a H. vastatrix.



En EIl Salvador, no se ha documentado estudios enfocados a la evaluacion del hongo
Simplicillium lanosoniveum como controlador bioldgico de la roya del cafeto, por lo
tanto esta investigacion se realizd con el propdsito de presentar a los caficultores
salvadorefios una nueva alternativa bioldgica capaz de controlar la roya eficazmente y
asi contribuir al mejoramiento de la problematica méas grande que enfrenta la caficultura

salvadorefia.



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

Aislar y aplicar Simplicillium lanosoniveum Zare y Gams 2001 para el control bioldgico
de Hemileia vastatrix Berkeley y Broome 1869 (roya del cafeto) en Concepcion de
Ataco, El Salvador.

2.2 Objetivos especificos.

v Encontrar una cepa de Simplicillium lanosoniveum en las hojas de los arbustos de
Coffea arabica.

v Aislar, purificar y reproducir la cepa de Simplicillium lanosoniveum.

v Determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos asperjados con

diferentes inoculos de Simplicillium lanosoniveum.



111. ANALISIS TEORICO

3.1 Antecedentes.

El control biologico en el pais es una alternativa propuesta a los productores desde hace
varios afios por la Fundacion Salvadorefia para Investigaciones del Café (PROCAFE),
con su producto a base de Trichoderma harzianum, el cual ha sido una alternativa muy
efectiva para la prevencion de la roya. Asimismo, Barrera y Menjivar 2004 y Cuellar
2006 realizaron estudios sobre la reproduccion de Lecanicillium lecanii en melaza; este
ultimo autor, a partir de sus resultados de 44.63% de reduccion recomendo la utilizacion

de este hiperparasito como alternativa bioldgica para el control de la roya del cafeto.

En El Salvador no se ha reportado la existencia de Simplicillium lanosoniveum como
parte de la micobiota, por consiguiente, no se registran estudios enfocados en la
aplicacion de Simplicillium lanosoniveum en plantas de café para el control bioldgico de

Hemileia vastatrix (roya).

Zare y Gams 2001, reportaron por primera vez al hongo Simplicillium lanosoniveum
asociado a la roya del café, lo cual fue confirmado por los investigadores James et al.
2016, ya que estos caracterizaron mediante ADN hongos asociados a pustulas de roya
de cafeto provenientes de México y Puerto Rico, en sus resultados determinaron quince
micoparasitos de la roya, de los cuales los mas abundantes se concentran en la familia
Cordycipitaceae (Simplicillium lanosoniveum y Lecanicillium sp) vy el orden

Tremellales (Bullera sp. y Kockovaella schimae).

Ward et al. 2011, reportaron por primera vez la colonizacion de la roya de la soja
(Phakopsora pachyrhizi) por el hongo Simplicillium lanosoniveum. Los resultados de
este estudio demostraron que las hifas de S. lanosoniveum se enrollan alrededor de las
uredosporas de la roya de soja y que Unicamente se encuentran parasitando a los soros

sin colonizar las superficies foliares.



Ward 2011, describié el proceso de colonizacion del soro de la roya de soja por S.
lanosoniveum, indicando que las hifas de este hongo micofilico fueron observadas
enrollandose alrededor de las uredosporas, pero estas fracasaron en colonizar las
superficies sanas de las hojas. También indico que las hifas de S. lanosoniveum
penetraron las uredosporas en 24 horas y a los cinco dias de asperjado el 90% de
uredosporas fueron colonizadas. De acuerdo a los resultados la autora recomendo
aplicar a la soja entre el momento de la infeccion inicial y el desarrollo de los sintomas.
Esto lo constataron los investigadores Ward et al. 2014 en su estudio enfocado en las
interacciones antagoOnicas entre P. pachyrhizi y S. lanosoniveum, en el cual
determinaron que el micoparasito S. lanosoniveum penetra las uredosporas de la roya de
soja dentro de las 24 horas después de la inoculacion y a las 48 horas se da una
colonizacién extensa de las mismas. Ademas, indicaron que las hifas del micoparasito
erupcionaron de las uredosporas colonizadas a los 7 dias después de la inoculacion y

hubo esporulacién extensiva en la superficie de las uredosporas.

Baiswar 2014, realiz6 el primer estudio enfocado en la caracterizacion morfologica y
molecular, mediante ADN ribosomal y andlisis filogenético, de Simplicillium
lanosoniveum, un hiperparéasito aislado de las pustulas de roya de Elaeagnus latifolia

(Aecidium elaeagni-latifoliae).

3.2 Origen y distribucién geogréfica del café.

De acuerdo con Anthony et al. 1999 el origen del cultivo del café arabico se dio en las
tierras altas de Etiopia, esto lo confirma Leon 2000 quien menciona que en las areas
montafiosas de este pais y areas vecinas de Sudan, actualmente el café Arabico crece en
forma silvestre sobre los 1500 msnm. Segun Smith 1985, el café arabico fue descubierto
en el afio 850 y se extendio de Etiopia a Yemen (Arabia del sur) en el siglo XI, siendo
cultivado en Harar durante su ocupacion por los arabes, despues se extendio a La Meca
y desde alli fue llevado a casa por los peregrinos a otras partes del mundo islamico.
Hasta el siglo XV el cultivo se mantuvo como un monopolio de los arabes en las
cercanias del mar Rojo, ya que a finales del siglo se dio una fuerte expansion hacia el
Oriente Medio (Anthony et al. 1999).



En 1706 se introdujo el café a Europa, cuando una planta de café fue enviada desde Java
al Jardin Botanico de Amsterdam, donde se produjeron semillas y plantulas que fueron
distribuidas a los principales jardines botanicos de Europa (Demel 1999). En 1714,
envio el rey Luis XIV de Francia un cafeto al Jardin de Plantas de Paris, lugar donde se
originaron la mayoria de las variedades cultivadas actualmente en el mundo (Chevalier
y Dagron 1929, Carvalho 1946).

Al continente americano el café se introdujo en el siglo XVIII, debido a que enviaron
plantas de café a Guyana Holandesa (hoy Surinam) desde Amsterdam y de Paris a la
isla de Martinica en las Antillas, de donde en 1719 el cultivo se extendi6 rapidamente
hacia la Guyana Francesa, y luego en 1727 hacia Brasil (Chevalier y Dagron 1929). El
cultivo del café se expandié a paises como: Per(, Paraguay, Puerto Rico, Jamaica
(1730), El Salvador (1740), Guatemala (1750-1760), Costa Rica (1779) y Honduras
(1804) (Demel 1999). A finales del siglo XVIII e inicios del siglo XIX el cultivo se
extendié por todo América tropical (Anthony et al.1999; Ledn 2000).

Segun Cardenas 2007, el cultivo de café en Yemen dio origen a dos tipos de café
Arédbico: C. arabica var. Typica (arabica), que constituyd la base genética de las
primeras variedades cultivadas en América y Asia; y C. arabica var. Bourbon que fue
difundido a partir de la isla Bourbon (Krug et al. 1939, Carvalho et al.1969). Estas
evidencias sobre el origen del cultivo de café en América Latina muestran una reducida
base genética lo que explica los procesos de erosion genética (dos grupos genéticos) que
dieron como consecuencia los cultivares actuales, los cuales son altamente susceptibles
a nuevas plagas y enfermedades, presentan baja adaptabilidad a nuevas condiciones de
cultivo y con posibilidades de mejoramiento genético altamente limitadas (Anthony et
al. 2002).



3.3 Introduccion e historia del café en El Salvador.

En EIl Salvador se introdujo el café en la época de la colonia, especificamente en 1740
Ileg6 desde las islas del Caribe. En sus inicios no fue propagado con fines comerciales,
sino mas bien para consumo privado de un pequefio grupo de personas. La sustitucién
del afiil por el café como principal producto de exportacion se dio después del afio 1880
(Guerra et al. 2005; Ldpez 2006).

El café se desarroll6 primeramente en el extremo occidental, desde el centro de Santa
Ana hacia los Municipios vecinos de Chalchuapa y Coatepeque, y posteriormente hacia
algunos Municipios de menor altura (lzalco, Ahuachapan, Nahuizalco, Salcoatitan y
Armenia) y finalmente hacia los terrenos baldios méas extensos del departamento de
Ahuachapéan (Guerra et al. 2005; Lopez 2006; Urbina 2009).

La primera exportacion de café salvadorefio se dio entre los afios 1855-1856, en el cual
se exportaron 904 quintales. El valor de las exportaciones de café y su participacion en
el total de las exportaciones del pais se increment6 constantemente a partir de 1859, ya
que en este afio las exportaciones fueron de 18 mil pesos de plata, mientras que en 1862
éstas ascendieron a 53 mil pesos de plata, lo cual representd un incremento del 200 por

ciento aproximadamente (Guerra et al. 2005).

Aunque el café se comenzd a expandir durante los afios de la independencia
centroamericana y de la federacion centroamericana, no fue hasta la década de 1860
y 1870 que recibi6 un decidido apoyo de los gobernantes en turno. El primer
presidente en fomentar este cultivo fue Gerardo Barrios, quien fue responsable de
otorgar tierras baldias de Nueva San Salvador y Santa Tecla para sembrar café (Guerra
et al. 2005).

A partir de 1945 el alza de los precios produjo un incentivo para el incremento de la
produccion de café, ya que en este afio los ingresos de exportacion subieron 26 millones
de pesos, en 1950 incrementaron a 154 millones y en 1955 superd los 228 millones. En
el periodo de 1971 a 1972 la produccion fue de 3.6 millones de quintales que represento
un incremento de casi el 34% con respecto a la obtenida en el periodo de 1961 a 1962
que fue equivalente a 16.94 quintales por manzana (PROCAFE 2014).



El desarrollo del cultivo de café en El Salvador, generd la acumulacion originaria de
capital y afios mas tarde impulso el desarrollo de la infraestructura nacional, dio empleo
a millones de personas y puso a El Salvador como referente mundial en la produccion
del cultivo. Sin embargo, también fue el punto de inflexion en el aparecimiento de
grandes brechas de desigualdad entre la poblacion; brechas cuyo catalizador fue la
estructura de la tenencia de la tierra y su distribucion desigual (Chiquillo et al. 2013), lo
cual se evidencio con los conflictos sociales que afectaron a la sociedad salvadorefia en
el siglo XX (Urbina 2009).

En 1980 se aprobo la Reforma Agraria, acompafiada de la nacionalizacion de la banca y
el comercio exterior, la primera impact6 en la produccién al reducir las inversiones en
las fincas y la segunda burocratizando los procesos de exportacion y el sistema
cambiario, coincidiendo todos estos factores con la tendencia declinante de los precios
internacionales del café. Ademas el conflicto armado fue otro factor importante para la
baja en la produccién, esto lo demuestra la caida del PIB a nivel nacional a 42% en
1986, afio en el que el conflicto se encontraba en plena ebullicion. En la década de 1991
al 2000 las exportaciones se redujeron a 3.14 millones de quintales anuales debido a la
disminucion de los niveles de produccién y en el periodo del 2001 al 2010 se redujeron
a 1.78 millones de quintales anuales, lo que causé un impacto en la economia global del
pais con una reduccién en los ingresos promedios de US$ 90.32 millones anuales
(PROCAFE 2014).

La importancia del café ha cambiado durante los ultimos afios, de ser la espina dorsal de
nuestra economia ahora se ha convertido en el Gltimo bastion ecoldgico; es decir el café
es la divisa ecologica de El Salvador, ya que tiene una gran importancia hidrologica
debido a que resguarda las principales vertientes de cuencas hidrograficas y permite la
infiltracion de agua a los mantos acuiferos, ademas protege los suelos contra la erosion
y contribuye a la fijacion de didxido de carbono, ya que mantienen una reserva de 32.2
millones de toneladas de carbono, con una fijacion de 13,178 toneladas de bidxido de
carbono por dia; ademas permite la conservacién de la biodiversidad en flora y fauna,
albergando 209 especies de arboles nativos y 21 exdticos, 188 especies de aves, 31
especies de mamiferos, 26 especies de reptiles y 8 especies de anfibios (Rivas et al.
2011).



3.4 Clasificacion taxondmica del café.

La clasificacion taxondmica de la planta de café es la siguiente: Reino Plantae, clase
Equisetopsida, orden Gentianales, familia Rubiaceae, género Coffea y especie arabica
(Tabla 1) (Flora de Nicaragua 2017).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del café (Coffea arabica). Fuente: Flora de Nicaragua 2017.

Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Super Orden: Asteranae
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Coffea
Especie: arabica L.

3.5 Morfologia del cafe.

Las caracteristicas principales de la planta de café como su raiz, tallo, ramas, hojas,

flores, frutos y semillas son particulares (Figura 1), por eso se detallan a continuacion:

Figura 1. Morfologia de una planta de C. arabica. Fuente: Hermann 1887.
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Raices: la parte principal del sistema radicular de un arbol de café arabico se
encuentra en la primera capa de 0,30 m de la superficie del suelo y se distribuye en
un circulo de alrededor de 1,50 m de didmetro alrededor del tronco (Saiz del Rio et
al. 1961; Inforzato y Reis 1973; Huxley et al. 1974; Alfonsi et al. 2005). El sistema
radical estd constituido por una raiz principal conica y pivotante, su longitud
maxima en una planta adulta es de 50 a 60 cm, de esta se derivan dos tipos de raices
de segundo orden, las cuales reciben el nombre de raices axiales o de sostén y
laterales, de estas Ultimas se desarrollan las raicillas, las cuales en un alto porcentaje
de 80-90% se encuentran en los primeros 30 cm del suelo con un radio de 2 a 2.5.
Las raicillas son muy importantes ya que le permiten a la planta la absorcion de
agua y nutrimentos a partir del suelo (Alvarado y Rojas 1994).

Tallo: es lefioso, erecto y de longitud variable de acuerdo con el clima y tipo de
suelo; en las variedades comerciales varia entre 2 y 5 m de altura. En una planta
adulta, la parte inferior es cilindrica, mientras que la parte superior, es cuadrangular
y verde, con las esquinas redondas y salidas. Estd formado por un eje central en
cuyo extremo hay una zona de crecimiento llamada comunmente “yema terminal”,
presenta la particularidad de producir tres tipos de yemas que originan diferentes

partes de la planta: el tallo, bandolas y hojas (Alvarado y Rojas 1994).

Ramas: conocidas también como ramas laterales o ramas primarias, estas son
opuestas y alternas y dan origen a las ramas secundarias, constituyendo las
crinolinas o palmillas (Alvarado y Rojas 1994; Alvarado et al. 2004). Las ramas
laterales tienen un punto apical de crecimiento que forma nuevas hojas y
entrenudos, el nimero de estos puede variar de un afio a otro, consecuentemente, las
axilas que se forman dan origen al nimero de flores y por ende a los frutos
(Alvarado y Rojas 1994).

Hojas: la lamina de la hoja mide de 12 a 24 cm de largo por 5 a 12 cm de ancho,
variando su forma de eliptica a lanceolada. Las hojas se caracterizan por tener color
verde oscuro brillante en la cara superior y verde claro opaco en la inferior, y el
namero de hojas varia principalmente de acuerdo a la variedad, cantidad de sombra
en el cafetal, estado fitosanitario, edad y densidad de siembra en la plantacion
(Alvarado y Rojas 1994; Alvarado et al. 2004).
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Flor: esta se forma en los vértices (axiales) de los laterales, en las axilas de las hojas
se presenta las yemas florales de 1 a 3 ejes, los cuales se dividen en 2 0 6
ramificaciones cortas de 2 a 4 mm coronando cada una en una flor de color blanco,
la cual estd formada por el céliz, corola, estambres y pistilo. Las flores poseen un
ovario supero con dos Ovulos, un caliz poco desarrollado el cual se encuentra
asentado en la base de la flor, la corona es un tubo largo que en su base presenta
forma cilindrica y mide de 6 a 12 mm, cinco estambres o filamentos finos de color
blanco que se encuentran insertos en el tubo de la corola alternados con cinco
pétalos, los cuales sostienen anteras largas que se abren longitudinalmente cuando
estan maduras para liberar el polen (Alvarado y Rojas 1994; Alvarado et al. 2004).

Las flores del café estan influenciados por la luz solar, agua, temperatura,
reguladores de crecimiento vegetal (hormonas), balance nutricional y condiciones

fitosanitarias de la planta (Alvarado y Rojas 1994; Alvarado et al. 2004).

Fruto: después de la fecundacion del ovario la flor se trasforma en fruto y sus dos
ovulos en semillas. Este fruto es una drupa elipsoidal de superficie lisa y brillante
ligeramente aplanada de color rojo o amarillo y con una pulpa delgada, cuyos tres
ejes principales miden entre 12 y 18 mm de longitud, 8 y 14 mm de anchoy 7 y 10
mm de espesor (Alvarado y Rojas 1994).

La semilla: es eliptica, plano-convexa, que posee un surco longitudinal en la
superficie plana (Dedecca 1957). La cubierta exterior de la semilla esta formada por
un endocarpio duro de color marron palido, que se convierte en el "pergamino”
después del secado, el cual contiene una semilla cerrada, que tiene una testa delgada,
verde (Mendes 1941). Las semillas de Coffea arabica miden de 10 a 18 mm de

largo y de 6,5 a 9,5 mm de ancho (Dedecca 1957).
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3.6 Fisiologia del café.

Segun Cannell 1985, los procesos fundamentales de una planta de café comprenden

desde la germinacién de las semillas, modo de crecimiento, fotosintesis,

comportamiento de estomas, la formacion de tejido vegetativo hasta la florecida, dichos

procesos se detallan a continuacion:

a)

b)

Germinacion de semillas. Para germinar la semilla tarda aproximadamente siete
dias, aunque este tiempo puede ser mayor, dependiendo de las condiciones de
humedad del medio o de la humedad intrinseca de la semilla, ya que para romper el
endosperma y el pergamino, el embrion necesita de agua. Cuando la semilla se
encuentra en condiciones dptimas para su desarrollo, las células del embrion se
multiplican produciendo la elongacion de la radicula que rompe los tejidos del
endosperma y el crecimiento del hipocétilo. Para emerger del semillero, la plantula
tarda de 30 a 45 dias después de la siembra; permanece en dicho lugar 80 6 90 dias y
durante este periodo vive de sus reservas alimenticias (Instituto Salvadorefio de
Investigaciones del Café (ISIC) 1983).

Modo de crecimiento. Las plantas de café que se siembran directamente al suelo en
viveros tienen mayor oportunidad de vigorizarse por tener un mayor desarrollo
radical que permite una mejor absorcion de nutrientes. En cambio, en el trasplante
del vivero al campo la planta sufre una disminucion significativa de sus procesos
fisioldgicos, lo cual repercute en su crecimiento, estableciéndose dos o tres semanas
después. El crecimiento ortotrépico proporciona la altura de la planta y el
plagiotropico el desarrollo de las bandolas, dichos tipos de crecimiento estan
influenciados por el régimen hidrico, el suelo, la variedad y el fotoperiodismo, este
ultimo influye durante el desarrollo de la planta, ya que existen periodos de
crecimientos altos y bajos que coinciden con los meses de marzo a septiembre

(mayor crecimiento) y octubre y febrero (menor crecimiento) (ISIC 1983).

En los cafetos, la produccion de auxinas (hormonas en crecimiento) por la yema
terminal es probablemente la causa de la inhibicidn de las yemas accesorias, por ello
si se decapitan disminuye la concentracion de auxinas en el tallo principal a un nivel

lo suficientemente bajo como para estimular el crecimiento de estas yemas. Es
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d)

importante la estimulacién de dichas yemas debido a que dan lugar a ramas
secundarias y terciarias lo cual compensa en cierto grado el efecto de la edad, ya que
la cosecha se muere continuamente hacia el extremo de las ramas y el tallo dejando
atras un namero cada vez mayor de nudos improductivos y defoliados y el numero
de nudos productivos tiende a ser progresivamente menor conforme se elonga la
rama debido a una translocacion limitada de agua y nutrimentos a lugares distantes
(Cannell 1985).

Fotosintesis. La parte de fotosintatos mas dominante del cafeto es el fruto, ya que
durante la florecida y fructificacion los fotosintatos son dirigidos con prioridad a las
flores y frutos; por ello, las plantas bajo sombra producen menos flores y frutos pues
la iniciacion de las yemas florales es dependiendo de la luz. Los cafetos expuestos al
sol producen mas porque la fotosintesis es mayor debido a que hay mayor cantidad
de estomas por hoja. Las temperaturas mayores de 90 °F inhiben la fotosintesis en
las hojas totalmente expuestas a la luz.

En general la actividad fotosintética del cafeto es baja comparada con otras especies
vegetales, lo que sugiere ser un factor limitante de la capacidad de produccién de la

planta y la hace més susceptible a disturbios fisioldgicos.

Comportamiento de estomas. Estas estructuras permiten el intercambio de gases
entre la hoja y el medio ambiente. Los estomas se presentan solamente en la
epidermis inferior de las hojas y el nimero de estos en cada hoja varia
proporcionalmente con la intensidad luminosa; es decir, las hojas bajo sombra
poseen de 10-17 mil estomas por hoja en cambio las hojas expuestas al sol
generalmente tienen entre 300 a 680 mil estomas por hoja.

Los estomas en el cafeto permanecen abiertos durante el dia y cerrados durante la
noche aunque el rocio puede inducir apertura parcial durante la noche. La Luz
intensa causa cierre parcial de los estomas y en hojas parcialmente sombreadas se

mantienen completamente abiertos durante casi todo el dia.
Formacion de tejido vegetativo. En afios de alta produccion la cantidad de tejido

vegetativo que se forma es baja debido a que los fotosintatos van dirigidos al

desarrollo del fruto, lo que ocasiona una disminucion en la cosecha del proximo afio.
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f)

En cambio en afios de baja cosecha se estimula el crecimiento del tejido vegetativo y

como consecuencia una buena cosecha el afo siguiente.

Florecida. El cafeto es una planta de dia corto (fotoperiddica), ya que cuando la
longitud del dia es mayor de 13 0 menor de 8 horas la planta no florece. Las yemas
florales del cafeto crecen lentamente, méximo alcanzan un tamafio de 6 a 8 mm, y
luego cesan de crecer por varias semanas y hasta meses. Posteriormente con la lluvia
subsiguiente a un periodo seco inducen la antesis de muchas yemas de 8 a 10 dias
después, de lo contrario la yema se mantiene en estado latente. Las altas
temperaturas dan origen a flores anormales y la intensidad luminosa baja afecta la
florecida, ya que no estimula la iniciacion de yemas florales.

3.7 Factores ecoldgicos que influyen en el cultivo del café.

En todas las plantas, los procesos fisioldgicos son fundamentales para el desarrollo de

las mismas pero estos dependen en gran medida de los factores ecoldgicos. La planta de

café requiere de una temperatura, luminosidad, humedad relativa, vientos, precipitacion

y tipo de suelo idoneos para un buen crecimiento y desarrollo, dichos factores se

detallan a continuacioén:

Temperatura. Para el cafeto la temperatura media anual Optima varia segin las
especies, el rango general es de 23 a 27 grados centigrados, con extremos de 15°C a
30°C. La especie Coffea arabica crece y se desarrolla mejor bajo temperaturas que
flucttan entre los 60 a 75°F, siendo esta ultima la ideal para el cultivo. El efecto de
este factor esta intimamente relacionado con el crecimiento vegetativo, ya que se
estima que temperaturas mayores de 30°C estimulan el crecimiento espontaneo de
las yemas accesorias, en tanto que la floracién y fructificacion se reducen
significativamente, y del tallo principal originando plantas de tallos multiples. En
cambio, las temperaturas menores a 16°C o 13°C originan el crecimiento lento
provocando que el arbusto alcance poco tamafio, ademas de originar clorosis foliar
(ISIC 1983; Alvarado y Rojas 1994).
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Precipitacion. El cafeto prospera en las regiones donde las precipitaciones alcanzan
los 1,500 a 2,000 ml por afio, con una distribucion que permita una época lluviosa y
una estacion seca (ISIC 1983). La precipitacion es un factor importante que tiene un
efecto significativo en la fotosintesis, la floracion, en la produccion y en la nutricion
del arbusto de café (Alvarado and Rojas 1994). La influencia del agua incide
grandemente en el desarrollo de la planta ya sea por déficit o exceso, en el primer
caso los efectos producen la paralizacion del crecimiento, la reduccion de yemas por
glomérulo, la reduccion de nudos productivos para la cosecha del préximo afio,
clorosis en las hojas, defoliacion intensa y los frutos no alcanzan su madurez
fisiologica. En cambio, el exceso de lluvia atenda el crecimiento y provoca la caida
de frutos debido a que se produce una aireacion pobre del suelo con detrimento del
desarrollo de raices (ISIC 1983).

Humedad relativa. El arbusto de café crece mejor bajo condiciones de alta
humedad relativa, el porcentaje anual 6ptimo varia segun las especies pero el rango
general es de 70% a 85%, sin embargo el promedio de humedad relativa
recomendable para C. arabica es de 70 a 95%. La cantidad de vapor de agua
existente en la atmosfera influye significativamente en el cafeto, ya que gran parte
de su transpiracion estéa en funcidon de este factor, ya que ayuda a fraccionar o disipar
los rayos solares sirviendo como filtro, los cuales determinan las aperturas y cierres
de los estomas. Si la humedad relativa excede el promedio se afecta la calidad del

café y se favorece la incidencia de enfermedades (ISIC 1983).

Vientos. Los vientos con velocidad excesiva perjudican al cafeto por la caida de
ramas, hojas y frutos, pero también es afectado fisiolégicamente si los vientos son
secos y calientes, provocan una marchitez y resecamiento de las hojas y brotes
jévenes, deteniéndose el crecimiento; esto es debido al desequilibrio hidrico creado
por una intensa transpiracion. Ademas los vientos prolongados aumentan las
posibilidades del ataque de enfermedades y forman huecos en la seccion del suelo
préxima a los troncos de los cafetos, lesionandolos y causando rotura de raices, esto
hace que los arboles pierdan anclaje y area de absorcion por agua y nutrimentos
(ISIC 1983).
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Luminosidad. El cafeto se considera una planta de dia corto por lo que necesita de
8 a 13 horas de iluminacién para florecer (Alvarado y Rojas 1994). La alta
intensidad luminica favorece al desarrollo del cafeto, ya que aumenta la altura de la
planta, el nimero de ramas laterales, el nimero de hojas, el peso seco de la raiz y el
diametro del tallo. El crecimiento y floracion son afectados por la duracion del dia,
ya que los dias cortos tienen efectos inhibidores en el crecimiento de ramas laterales
y los dias largos aumenta el didmetro total de la planta (Cannell 1985).

En las condiciones de El Salvador, la necesidad de sombra se acenttia grandemente
en aquellas zonas debajo de los 1,000 metros sobre el nivel del mar, en donde por lo
general, los dias son mas soleados y las sequias son mas frecuentes y prolongadas en
las épocas de transicion de la estacion seca a lluviosa (abril - mayo). Por esta razon,
es frecuente observar una defoliacién marcada en cafetales de media altura y bajio
que presentan un pobre sombreamiento. La sombra excesiva, por permitir una pobre

iluminacién, influye grandemente en la baja produccion de cafetal (ISIC 1983).

Suelo. Es el medio de sostén de la planta que ejerce una gran influencia en el
desarrollo de la misma debido a que le proporciona los nutrientes necesarios para su
desarrollo. El cultivo requiere suelos fértiles, profundos, de buen desagie,
preferiblemente arcillosos a sueltos y arenosos, ya que este Gltimo retiene poca
humedad; sin embargo, los suelos méas adecuados son los de origen lateriticos o
volcanicos, ya que el pH es ligeramente acido. El pH adecuado para el crecimiento
del cafeto fluctia entre 5.5 a 6.5 en la escala, cuando los suelos son muy acidos u
alcalinos no se observa el desarrollo normal esperado (ISIC 1983).

3.8 Variedades de café en El Salvador.

De acuerdo a PROCAFE 2014, las principales variedades de Coffea arabica en El

Salvador son: Bourbon y Pacas.

a. Bourbon, comprende el 52.2 % del area total de café cultivado en el pais, es una

variedad mejorada llamada Tekisic, palabra nahuatl que se compone de los vocablos
tekiti que significa trabajo e isic, que son las siglas del Instituto Salvadorefio de
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Investigaciones del Café. Esta variedad proviene del proceso de seleccion de la
variedad Bourbon tradicional, la cual fue comercializada a partir del afio 1976 por
sus caracteristicas ideales de produccion y calidad de taza (PROCAFE 2006).

Las principales caracteristicas de la variedad Bourbdn mejorado son: su tamafio
promedio es de aproximadamente 3 metros, las bandolas (ramas) forman un angulo
de 45 grados con el eje principal lo que proporciona al arbusto una forma
ligeramente conica, abundantes laterales y entrenudos largos, tallo flexible, hojas
medianas y terminales de color verde tierno, fruto grande de color rojo y de
maduracion temprana y homogénea en relacion a las variedades de porte bajo, la
arquitectura es abierta por lo que debe cultivarse a mayor distanciamiento y menor
cantidad de plantas por manzana, el cultivo tiene mayor produccion entre 900 y
1500 msnm y el rendimiento en condiciones dptimas varian entre 41 y 55 quintales
oro uva y mz (PROCAFE 2006). En El Salvador, las altitudes de siembra en donde
expresa y aprovecha al maximo su capacidad productiva es arriba de los 1000
msnm, siendo posible cultivarlo desde los 800 msnm (Alvarado et al. 2004).

Pacas, proveniente de una mutacion del Bourbon tradicional y representa el 33.4%
del area total de café cultivado en el pais, las principales caracteristicas de esta
variedad son: porte bajo, ramas laterales que forman un angulo de 45 grados, follaje
abundante, hojas de color verde oscuro con brillo y ligeramente consistentes,
entrenudos cortos que le dan un aspecto compacto, tolerancia a los problemas de
sequia, viento y sol. Su rendimiento promedio en condiciones Optimas varia de 24 a
55 quintales oro uva por manzana (PROCAFE 2014).

3.9 Enfermedades que afectan el cultivo de café.

La presencia y severidad de una enfermedad es el producto de las interacciones entre un

ambiente favorable, un hospedero susceptible, un paréasito agresivo y la intervencion del

productor (Zadoks y Schein 1979). Entre las préacticas del productor, el manejo de la

sombra es especialmente importante en el cultivo del café, ya que muchas de las

enfermedades son favorecidas por esta; sin embargo la sombra puede contribuir a la

reduccidn de otras enfermedades. Las enfermedades del café que son favorecidas por la
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sombra para su desarrollo son: el ojo de gallo (Mycena citricolor) y el mal de hilachas
causado por Corticium koleroga. En cambio las siguientes enfermedades se ven
desfavorecidas por la sombra: la mancha de hierro (Cercospora coffeicola), reduce su
proliferacion debido a que esta relacionada con deficiencias nutricionales mas

frecuentes al sol, y el derrite causado por Phoma costarricencis (Lopez 2010).

El efecto de la radiacion puede manifestarse aun dentro de la misma planta de café; la
roya (Hemileia vastatrix) prospera mejor en las ramas inferiores, donde hay menos luz,
asi como mas inoculo residual (Avelino et al. 1991). Al contrario, la mancha de hierro
se desarrolla mejor en ramas altas que reciben mayor cantidad de radiacion. Los hongos
que causan antracnosis (Colletotrichum spp) se adaptan tanto a condiciones sombreadas
como a pleno sol (Lopez 2010).

Las enfermedades causadas por hongos que, de acuerdo a Orozco 2003 y Lopez 2010,
se han reportado para el cultivo de café son: antracnosis y mancha mantecosa, roya,
cercospora, mancha de phoma, mancha de ascochyta, ojo de gallo, hilachas, mancha de

hierro, el derrite y la enfermedad de la baya del café (Tabla 2).

Tabla 2. Enfermedades causadas por hongos reportadas para el cafeto. Fuente: Orozco 2003; Lépez 2010.

Enfermedades del cafeto
Nombre comun Nombre cientifico del hongo
causante
Enfermedad de la baya del café. Colletotrichum kahawae
Antracnosis y mancha mantecosa Colletotrichum gloeosporioides
Roya Hemileia vastatrix
Cercospora Cercospora spp.
Mancha de phoma Phoma spp.
Mancha de ascochyta Ascochyta spp.
Ojo de gallo Mycena citricolor
Hilachas Corticium kolerogal
Mancha de hierro Cercospora coffeicola
El derrite Phoma costarricencis
Podredumbre negra de la raiz Rosellinia sp

En EIl Salvador la enfermedad que mas afecta el parque cafetalero es la roya, ya que el
88.1% del area cultivada son variedades susceptibles a la misma, otra enfermedad

causada por hongos que afecta al 32.9% del area cultivada es la antracnosis lo que la
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ubica como la segunda enfermedad mas frecuente en los cafetales. Otras enfermedades
menos frecuentes que generan dafios en los cafetales del pais son: el derrite, cercospora,
ojo de gallo y podredumbre negra de la raiz (PROCAFE 2014).

3.10 Origen de la roya del cafeto.

La roya anaranjada del cafeto fue reportada formalmente por primera vez a principios
de 1869 en una plantacion de la isla asiatica de Ceilan, hoy Sri Lanka. En ese mismo
afio, el micdlogo britanico Berkeley describié y nombré al hongo, responsable de la
enfermedad, como Hemileia vastatrix. La repentina aparicion de la enfermedad y su
rapida expansion en una region tan alejada de los centros de origen y de diversificacion
del cafeto, localizados en Africa central y Africa oriental, desaté una gran polémica
sobre el origen de ésta ya que lo esperado hubiera sido que el hongo se detectara
primero en Africa, pues los centros de origen de un hospedero y sus patdgenos suelen
coincidir (Leppik, 1970).

La coexistencia entre una planta y un hongo conduce normalmente a una coevolucion
de ambos, la cual se traduce por la expresién de una gran variabilidad genética en
cuanto a la resistencia de la planta hacia el hongo y en cuanto a la virulencia del hongo
hacia la planta (Avelino et al. 1999; Avelino y Rivas 2013). Por ello, La hip6tesis mas
verosimil es que la roya anaranjada fue introducida a Ceilan desde Africa del Este, en
forma accidental a través de plantas infectadas (Butler 1918), siguiendo la expansion
imperial britanica, la cual facilit6 el movimiento de personas y bienes, y por
consiguiente de plantas y sus patogenos. Al llegar a Ceilan, la enfermedad encontré
condiciones propicias para su desarrollo, tanto de clima como de sistema de cultivo. La
isla esta, en efecto, bajo el régimen de lluvias monzonicas, lluvias abundantes que
favorecen varios procesos de la enfermedad. Los colonos Europeos habian establecido
plantaciones homogéneas con materiales susceptibles, a pleno sol, propiciando altas
producciones, otro factor que favorece la enfermedad. Finalmente, pocas opciones de
control quimico estaban disponibles en esa época, ya que las propiedades fungicidas del
caldo Bordelés no fueron documentados sino hasta 1885, o sea 16 afios después del
primer reporte de la roya anaranjada en Ceilan (Avelino et al. 1999; Avelino y Rivas
2013).
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La gran resistencia del cafeto hacia la roya anaranjada observada especialmente en los
cafetales silvestres de Etiopia demuestra que el origen de la enfermedad fue
efectivamente en Africa (Avelino et al. 1999; Avelino y Rivas 2013). Por ello, el primer
reporte sobre el hongo pudo haber sido hecho antes del famoso capitulo de Ceilan, en
1861 por un explorador britanico, el cual not6 la enfermedad sobre cafetos que se
encontraban al estado silvestre en la region del lago Victoria, en Africa del Este
(Wellman 1952). En esta zona, las especies de café mas susceptibles eran naturalmente
raras, lo que explica que durante muchos afios el hongo pudiera pasar practicamente

desapercibido (Saccas y Charpentier 1971).

3.11 Introduccion e historia de la roya en América.

La primera aparicion de la roya fue en Suramérica especificamente en Brasil en el afio
1970, existen dos hipdtesis que explican la presencia de este hongo en América, la
primera fue propuesta por Bowden et al 1971, sugiere que las uredosporas del hongo
fueron transportadas por los vientos alisios desde Africa del Oeste hasta Brasil. Sin
embargo la segunda hipotesis sugiere que la enfermedad fue introducida
accidentalmente a través de material vegetal o de ropas contaminados (Waller 1972). En
el afio 1976 llegd a Centro América especificamente a Nicaragua (Schuppener et al.
1977; Avelino et al. 1999; Corrales 2013), luego se expandio en toda la region: El
Salvador 1979; Honduras y Guatemala 1980 y Costa Rica 1983 (Avelino et al. 1999;
Avelino y Rivas 2013).

La llegada de la roya anaranjada a América suscité una gran preocupacion, ya que todas
las variedades de Arabica cultivadas en Ameérica Latina eran susceptibles a la roya
anaranjada (Avelino et al. 1999; Avelino y Rivas 2013). La primera reaccion cuando la
roya anaranjada llegd a Brasil, Nicaragua y México, fue de tratar de erradicar la
enfermedad apoyandose en las experiencias de Nueva Guinea donde se habian logrado
tres erradicaciones, aunque solamente temporales, en 1892, 1903 y 1965, hasta el afio
1986 cuando la enfermedad se establecid definitivamente (Shaw 1968). Ninguno de
estos intentos fue exitoso, por eso se abandonaron, ya que el progreso de la roya
anaranjada era imparable, debido a su gran capacidad de dispersion a larga distancia
(Avelino et al. 1999; Avelino y Rivas 2013).
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La zona centroamericana ha logrado convivir con la roya anaranjada a través del uso de
fungicidas, de la siembra de variedades resistentes (especialmente en Honduras) y de la
aplicacion de técnicas que incrementaron la productividad, compensando asi los costos
y las pérdidas de produccion relacionadas con la roya anaranjada (McCook, 2009). No
obstante, en el afio 2012 se desat6 la epidemia de roya anaranjada mas grave de la
region (Cressey 2013) aunque ésa no fue la primera epidemia grave desde la
introduccién de la enfermedad a la region. En 1989-1990, se dio por ejemplo una
epidemia severa en Costa Rica, otra en Nicaragua en 1995-1996 y en EI Salvador en el
2002-2003 (McCook, 2009).

3.12 Clasificacion taxonomica de la roya del cafeto.

La roya es un hongo que pertenece al reino Fungi, al phylum Basidiomycota, al
subphylum Pucciniomycotina, a la clase Pucciniomycetes, al orden Pucciniales, al
género Hemileia y a la especie vastatrix (Tabla 3) (SENASICA 2016).

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de la roya del café (Hemileia vastatrix). Fuente: SENASICA 2016.

Reino Fungi

Phylum Basidiomycota

Subphylum | Pucciniomycotina

Clase Pucciniomycetes
Orden Pucciniales
Género Hemileia
Especie vastatrix

Los estudios realizados con H. vastatrix han permitido demostrar que el hongo ha
evolucionado y desarrollado variantes genéticas (razas del hongo), las cuales atacan de
forma diferenciada a las especies y variedades de café, dependiendo de los genes de
resistencia de la planta y de los genes de virulencia del hongo (Cristancho 2011). En
Centroamérica, la presencia de nuevas razas de roya del café es limitada, este
comportamiento se explica porque desde el ingreso de la roya del café a Nicaragua en
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1976 y su posterior dispersion por el resto de paises, se identificé que la mayor parte del
area sembrada de café contenia variedades susceptibles a la raza Il, pero desde 1997 se
reportd una nueva raza en Honduras (raza I; v2 y 5) en muestras recolectadas en la
region del lago de Yojoa; y posteriormente esta misma raza también fue reportada en El
Salvador (Avelino et al. 1999). En el 2013, los analisis realizados por el CIFC de
muestras de roya del café recolectadas en Costa Rica revelaron la presencia de las razas
XXV (v2, 4 y5) y XXXVI (v2, 4,5y 8) (Varzea 2013).

3.13 Morfologia de la roya del cafeto.

El micelio de Hemileia vastatrix se encuentra completamente dentro del mesofilo y
consiste de hifas hialinas en abundancia, de aspecto tortuoso y frecuentemente
ramificado en forma muy irregular; el diametro de las hifas es bastante uniforme y
oscila entre 5 y 6 mm. Presenta septas que estdn separadas a veces por intervalos
grandes, especialmente en las hifas que crecen rapidamente. Algunas veces el contenido

de las hifas tiene una coloracidn anaranjada rojiza (Subero 2005).

Las hifas crecen entre las células del meséfilo y penetran en ellas mediante
ramificaciones cortas, filiformes, que terminan en expansiones ovales, reniformes o un
poco irregulares, miden entre 7 a 8 x 4.5 mm, contienen citoplasma denso con uno a dos
granulos refringentes. Estas expansiones constituyen los haustorios y sirven
probablemente como 6rganos de absorcién de alimentos. EI micelio del hongo es mas
abundante en el parénquima esponjoso de la hoja. En las variedades mas susceptibles, el
micelio tiende a penetrar el tejido de empalizada y hasta puede enviar haustorios a las

celulas de la epidermis superior (Subero 2005).

Las hifas forman unas masas entretejidas de micelio en las cavidades subestomaticas.
De estas masas crece un fasciculo de filamentos finos llamados ‘“‘esterigmas”, que
emergen a través de los estomas, dando lugar a las esporas. Las esporas son de tamafio
microscopico (30u de largo X 20u de ancho) de forma reniforme, lisas en la cara interna
y rugosa en la externa (Figura 2), denominadas uredosporas, que son producidas en
grandes cantidades y corresponden al polvillo amarillo o naranja que se visualiza en el
enves de las hojas de café y que es caracteristico de esta enfermedad. La forma de las

uredosporas maduras varia segin su posicion en el haz de estas estructuras.
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Generalmente son angostas y triangular-redondeadas en un corte transversal. Las
teliosporas, cuya ocurrencia es muy baja, son de forma redondeada de un tamafio de 20
a 25 (Subero 2005; SENASICA 2013).

Figura 2. Uredosporas de Hemileia vastatrix. Fuente: Gardeners’ Chronicle 1869.

3.14 Ciclo de vida de la roya del cafe.

El ciclo bioldgico de Hemileia vastatrix, segun Rivillas et al. 2011 y Avelino y Rivas
2013, esta comprendido por cuatro etapas, las cuales son: diseminacién, germinacion,

colonizacién y reproduccion (Figura 3).

- Etapa de diseminacion, se realiza a traves de esporas microscopicas llamadas
uredosporas. Esta etapa se divide en una fase de liberacion y una fase de dispersion,
en la primera la uredospora se despega del esporéforo y en la segunda la espora
abandona la lesion, y se deposita sobre otra hoja y que al producirse en abundantes
cantidades originan el polvo amarillo o naranja que se observa en la cara inferior de

la hoja y que es caracteristico de la enfermedad.
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Etapa de germinacion, esta etapa marca el inicio del proceso infeccioso, ya que la
infeccion todavia no esta realmente establecida. Esta etapa es el proceso en el cual
una vez que la espora se ha depositado en el envés de la hoja emite de uno a cuatro
tubos germinativos, en un tiempo de 6 a 12 horas, los cuales crecen hasta encontrar
los estomas. Durante esta etapa, el hongo necesita agua, la nula o poca presencia de

luz, y temperaturas inferiores a 28°C y superiores a 16°C.

Etapa de colonizacion, la penetracion del hongo por los estomas de la hoja
constituye el inicio de la tercera etapa en la cual, por primera vez, se establecen
relaciones troficas entre el hongo y el hospedero. EI hongo desarrolla unas
estructuras denominadas haustorios, los cuales se encargan de ponerse en contacto
con las células de la planta, y con los que extraen los nutrientes para su crecimiento.
La colonizacion de la hoja por las hifas lleva a la formacion de los primeros
sintomas visuales. Las células parasitadas de la hoja pierden su coloracién verde vy,
es ahi donde se observan zonas cloréticas o amarillentas, generando la aparicion de
los sintomas de la enfermedad. El periodo comprendido entre el inicio de la
germinacion y la expresion de los primeros sintomas (lesiones amarillentas)
constituye el periodo de incubacion, el cual tiene poca importancia del punto de
vista epidemioldgico, ya que en esta etapa todavia no se ha producido ninguna

entidad infecciosa nueva.

Etapa de reproduccion, la emergencia posterior del esporéforo y la produccion de
nuevas uredosporas infecciosas constituyen la etapa de la esporulacion. Luego de
haber pasado 30 dias, después de la colonizacion, el hongo estd completamente
maduro como para diferenciarse en estructuras llamadas soros, que son las
encargadas de producir nuevas uredosporas, a razon de 1.600 por milimetro
cuadrado (mm2) de hoja, por un periodo de 4 a 5 meses, y que seran dispersadas
para iniciar el nuevo ciclo. El tiempo que pasa desde la infeccion hasta la
produccion de esporas se denomina periodo de latencia.
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Deposicion Infeccion Clorosis Liberacion de indculo

Evento
Patogénesis
Finaliza
Periodo
Patogénesis
P \ X NHA Periodo Latencia 17a25°C
Condiciones Germinacion 22 °C, sin radiacion solar,
mojado foliarde 7 h
Favorables
Periodo Incubacion 19a26°C Periodo Generacion 17a26°C
Tiempo de Germinacion 1-5horas Periodo Latencia 26— 50 dias
ocurrencia Periodo Incubacion 17 - 42 dias Periodo Generacion 26— 62 dias
Germinacion  Hoja nueva (0 - 20 dias) Periodo Latencia 30 - 60 dias
Hoja Periodo Incubacién 0-30 dias Periodo Generacién 40-80dias

Figura 3. Ciclo de vida de la roya del cafeto. Fuente: SENASICA 2013.

3.15 Sintomatologia de la roya.

La enfermedad se caracteriza por presentar pequefias manchas redondeadas y
polvorientas en el envés de las hojas (Subero 2005). Inicialmente, las manchas son de
color amarillo claro que luego se vuelven de color anaranjado; y a medida que la
enfermedad avanza se visualizan manchas amarillentas en la superficie del haz de la

hoja (Fischersworring y RoBKamp 2001).

El area afectada por una sola infeccion tiene un diametro de aproximadamente 3 mm,
pero gradualmente aumenta el tamafio hasta 2 cm o mas (Fondo Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (FONAIAP) 1984), y la cual tiende a unirse con otras
infecciones para formar una lesion mas o menos irregular que a veces puede abarcar

gran parte de la superficie foliar (Subero 2005).

En los estados muy tempranos se nota s6lo una mancha palida, amarillenta, en el envés
de la hoja. Uno o dos dias después de su aparicién, la mancha toma un color anaranjado
y cuando esta envejece, su centro muere, y se torna marron oscuro y se seca, pero en

algunas ocasiones la pérdida del color amarillento-anaranjado tipico de las esporas
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puede acelerarse con la presencia de un hongo blancuzco, parasitico, conocido como
Lecanicillium (Verticillium). La formacion de esporas en las areas muertas cesa y con
frecuencia las esporas presentes tienden a volverse grisaceas, antes de que el tejido
foliar se torne marrén, pero el porcentaje de esporas con contenido hialino aumenta
hacia el centro de la lesion y la pérdida de color no se debe necesariamente al
envejecimiento de las esporas in situ, ya que al ser removidas puede producirse una
nueva generacion de esporas hialinas. Pero, a veces en etapas avanzadas del ataque,
cerca del margen, sobreviven areas amarillento-anaranjadas portadoras de esporas
(Subero 2005).

Las lesiones comUnmente pueden ser limitadas por la nervadura principal y con menos
frecuencia por una vena lateral, pero a veces estas barreras apenas retardan la expansion
de una lesion o tienen poco efecto. La apariencia exacta de una lesién puede variar de

acuerdo con la variedad del cafeto y su susceptibilidad (Subero 2005).

Cuando hay areas grandes de la hoja infectada por la enfermedad, las areas adyacentes,
no infectadas, también pueden secarse y morir, afectando con frecuencia la hoja entera.
Aun cuando so6lo haya unas pocas lesiones, la hoja a menudo se reduce mucho y puede
caerse a temprana edad. Como consecuencia de esto y de la abscision de hojas muy
atacadas, un arbol afectado severamente puede perder gran parte de su follaje, lo que a
su vez puede conducir a una muerte descendente mas o menos pronunciada de sus
ramas. Este efecto depende del clima en ese momento, de la cosecha que produce el

arbol y de la reserva de carbohidratos (Subero 2005).

Los dafios severos, mayores al 60%, ademas de provocar pérdida del follaje también
puede afectar considerablemente el rendimiento de la produccion de café, si la infeccion
ocurre en etapas tempranas se puede presentar una reduccion en el rendimiento. Sin
embargo, si la infeccion se presenta en etapas tardias el efecto se observara en los
niveles de amarre del fruto del siguiente ciclo de cultivo (Subero 2005; Castro et al.
2009).
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3.16 Patogénesis de la roya.

El progreso de la enfermedad causada por H. Vastatrix en la planta de café, segun

Rivillas et al. 2011 y Barquero 2013, permite establecer tres etapas de la infeccion:
- Primera etapa: crecimiento lento.

Esta etapa se caracteriza por un aumento lento de la enfermedad, casi imperceptible, que
coincide con el inicio del periodo de lluvias y con el crecimiento vegetativo del café. El
indculo residual de la roya que se encuentra en el tejido infectado permanecio en la
planta luego de la época seca y apenas inicia la produccion de esporas por lo que el
surgimiento de nuevas manchas en hojas sanas es lento. Durante esta fase las

infecciones solo se aprecian en menos del 10% de las hojas en la planta.

- Segunda etapa: crecimiento acelerado.

En esta etapa los cambios en la cantidad de la enfermedad de un mes a otro son muy
rapidos, pero depende en gran medida de la cantidad de enfermedad desarrollada en la
primera etapa y de las condiciones climaticas existentes. El crecimiento acelerado
ocurre a partir de una incidencia del 10% al 15%, la cual puede alcanzar un 30% 0 mas
en un tiempo de 2 a 3 semanas, ya que puede aumentar de 0,11 a 0,36 % por dia.

- Tercera etapa: crecimiento maximo y final.

Es cuando la enfermedad alcanz6 su maximo incremento y es demasiado tarde para
implementar una estrategia de control quimico, debido a que una gran cantidad de hojas
tienen la presencia de la enfermedad y es comdn que las lesiones cubran gran parte de
las hojas provocando la caida de gran parte de estas, ademas el aumento de la
enfermedad es muy lento porque la presencia de hojas sanas es minima y finalmente la
enfermedad termina por el agotamiento del hospedero. Esta etapa coincide con la

maduracion de los frutos y con la etapa de minimo crecimiento vegetativo de la planta.
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3.17 Aspectos epidemioldgicos de la roya.

Hemileia vastatrix es un parasito obligado de Coffea sp (Javed 1987), ya que la planta
de café es susceptible al atague de la roya durante todas las etapas de su desarrollo,
desde el estado cotiledonal hasta la etapa productiva en el campo; por ello, en general
las especies de esta planta son atacadas en mayor o menor grado (Schierber 1975).

De acuerdo a Rayner 1972, la germinacion de las uredosporas ocurre entre las primeras
12 a 24 horas y a las 48 horas se da la formacion de los apresorios. Los sintomas
aparecen a los 14 dias después de la inoculacion y la esporulacion comienza después de
2 a 4 dias de haber aparecido los sintomas. En algunas investigaciones se ha
determinado que se requiere agua para la germinacion de las uredosporas, y que ésta
ocurre entre 2,6 y 4,7 horas a 23 °C, con un minimo de una hora; la formacién de
apresorios toma de 6,5 a 8,5 horas con un minimo de 5,3 horas. La germinacion puede
ser inhibida por la alta insolacién pero es favorecida con las noches humedas, las cuales
proporcionan mayor infeccion, ya que la infestacion se inicia a traves de los estomas
(Delgado 2012).

La infeccion resulta de la formacion de manchas palidas (pustulas) de hasta 15 mm de
didmetro en el envés de las hojas, a veces con una ligera clorosis en la parte superior
(Javed 1987); dichos sintomas se manifiestan 30 dias después que la
uredosporas han germinado en el envés de las hojas y ha penetrado a través de la hoja o

por los estomas de la misma, (Rayner 1972; Subero 2005).

3.18 Mecanismos de diseminacién de la roya.

La enfermedad causada por H. vastatrix es altamente propagable porque utiliza distintos
factores como mecanismo de diseminacion entre los que estan: el viento, las lluvias, los
insectos entre otros medios. A continuacion se describen cada uno de los mecanismos

de propagacion:
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a)

b)

d)

El viento, un factor que se ha sugerido en varias teorias como medio de
diseminacion de la roya debido a pruebas realizadas con trampas para colectar
esporas, en las cuales se colectaron de H. vastatrix desde aviones volando a 50, 100,
250, 500 y 1000 metros de altura. Las uredosporas colectadas a 1000 metros estaban
a 150 Km. de un éarea afectada en Sao Paulo. A partir de ello, se le considera a las

corrientes de aire como mecanismo de propagacion de H. vastatrix (Subero 2005).

Las lluvias, en algunas investigaciones se ha concluido que la dispersion de la roya
por el aire es de poca o de ninguna importancia y que las salpicaduras de la lluvia
son el agente principal, no solamente para la dispersion, sino también para la
liberacion de esporas. La relacion entre la intensidad de la lluvia y la dispersion de
las uredosporas es lineal y bajo condiciones promedio, solo las lluvias que exceden

de 0,3 pulgadas dispersan esporas (Subero 2005).

Los insectos, se han encontrado insectos (Euphysothrips subramanii, Scirtothrips
bispinosus, Lestodiplosis sp y Mycodiplosis sp) que se alimentan de pustulas de roya
y que llevan hasta 280 esporas en su cuerpo. De acuerdo con esas investigaciones,
los insectos tendrian un papel suplementario con la dispersidn que podria llegar a ser
importante a nivel de hojas, arboles e incluso plantaciones completas, pero seria

irrelevante en la dispersion a largas distancias (Subero 2005).

Otros medios de diseminacién, material de propagacion infectado, pero con
sintomas poco visibles, puede provocar un avance acelerado de la roya en grandes
areas geograficas. También podria ser posible la propagacion de la enfermedad a

través de otras especies vegetales importadas de otros paises (Subero 2005).

Ademas el contacto de ropa o brazos del personal que trabaja en cafetales basta para
permitir que una gran cantidad de uredosporas queden adheridas en el envés de
hojas sanas. De igual manera se considera que los sacos de café pueden ser
ocasionalmente vehiculos de las esporas de la roya. También se ha indicado que la
densidad del transito aéreo ha permitido el transporte involuntario de esporas por

esta via, incluso entre continentes (Subero 2005).
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3.19 Factores que afectan al desarrollo de Hemileia vastatrix.

La ocurrencia de una enfermedad de caracter epidémico como la roya esta relacionada
con factores bioticos (condiciones del hospedante y del patdgeno) y factores abidticos
(Figura 4) (Subero 2005).
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Figura 4. Ciclo de vida de Hemileia vastatrix y factores que lo afectan. Fuente: Avelino y Rivas 2014;
Feijoo 2014.

Segun Subero 2005, entre los factores abioticos estan los siguientes:

- La temperatura, afecta el desarrollo epidémico de la roya del cafeto debido a su
accion directa sobre el proceso de germinacion e infeccion del hongo, ya que
temperaturas por debajo del 6ptimo tienden a inhibir el crecimiento del hongo,
prolongando asi el tiempo de germinacion de las uredosporas, la formacion de
apresorios, la penetracion y colonizacion del hospedante, haciendo mas largo el
ciclo epidémico de la roya.

La temperatura Optima para la germinacién de las uredosporas es de 24°C; por

encima de ella se afecta mas severamente la germinacion que aquellas por debajo de
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ésta, ya que la temperatura por encima del Optimo altera el metabolismo y

disminuye el poder germinativo.

- Efecto de la luz, un factor determinante para la germinacién de las uredosporas,
para el inicio del proceso infectivo y para la sobrevivencia o viabilidad de las
esporas producidas. La ausencia de luz estimula la germinacion y el crecimiento del
tubo germinativo; por ello, la intensidad luminica superior a 2,5 bujias/pie reduce
gradualmente el desarrollo de las lesiones y de la germinacion, sin embargo, ésta
aun se realiza bajo una intensidad de 10 bujias/pie. La duracion del periodo de
oscuridad para obtener un maximo de germinacion es de cuatro horas, siendo en

cambio necesario nueve horas para un maximo de infeccion.

- Efecto de la humedad, la lluvia actia como factor determinante en la germinacion
de las esporas, en su dispersion, e indirectamente sobre otros factores ambientales
tales como la humedad relativa, la temperatura y la luminosidad. También ejerce un
efecto sobre el incremento de la enfermedad cuando la intensidad y frecuencia de las
lluvias exceden determinados niveles. La germinacion de las uredosporas de la roya
ocurre a los 24°C aproximadamente, siendo indispensable el contacto con agua en
estado liquido. La humedad relativa en el aire de 95 y 98% son inadecuadas para
estimular la germinacion. Aln en atmdsfera saturada, la germinacion no tiene lugar

cuando no hay agua liquida en contacto con las esporas.

3.20 Control de la roya del cafeto.

Durante decadas se ha investigado diferentes métodos para controlar la roya, entre los

cuales estan:

a) El control quimico. La eficacia de los fungicidas depende del ingrediente activo,
dosis, residualidad, frecuencia, época de aplicacion, distribucién en la planta y del
tamario de particula (Centro de Investigaciones en Café (CICAFE) 2013). Los tipos

de fungicidas utilizados para el control de la roya son los siguientes:
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Fungicidas protectores, estos actdan cubriendo la superficie de las hojas, en forma
de capas delgadas, previniendo la germinacién o penetracion de las esporas. El
primer producto quimico que se utiliz6 para combatir la roya fue el azufre, sin llegar
a resultados suficientemente satisfactorios. Posteriormente, se utilizd el cobre
obteniendo una buena proteccion a los cafetos, pero sin lograr erradicar la
enfermedad, debido a que son productos de contacto, no penetran dentro de la hoja,
pero evitan que el hongo pueda causar enfermedad al formar una barrera de
proteccion. Asi mismo, los fungicidas protectores no curan, por lo que en las partes
que ya han sido atacadas, el hongo continta su desarrollo. Ademas estos pueden ser
lavados con el tiempo a causa de la lluvia constante y las hojas nuevas formadas
luego de su aplicacion quedan desprotegidas, de ahi la necesidad de aplicar con
regularidad este tipo de fungicidas para mejorar la proteccion contra la enfermedad
(CICAFE 2013).

Para lograr los mejores resultados con el uso de fungicidas protectores (oxides e
hidroxidos de cobre), se recomienda su aplicacién a una concentracion de 0,30 %
(peso / volumen) al inicio de la época de lluvias y cuando los niveles de infeccion de
la enfermedad son bajos. Después de un 10 % de infeccion la capacidad de estos
para detener el avance de la enfermedad se reduce (CICAFE 2013).

En la Tabla 4, se indican algunos fungicidas cUpricos y dosis que pueden ser

utilizados para la estrategia de control preventivo en el combate de la roya del
cafeto.
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Tabla 4. Fungicidas protectores recomendados para el combate preventivo de la roya del cafeto.
Fuente: CICAFE 2013.

Nombre Nombre Gramos Kg en 200 Kg/ha*
técnico comercial por litro litros

Oxido de Cobre Sandoz 25-35 0,5-0,7 10-14
cobre MZ

Cobre Nordox

Hidréxido de Kocide-101

cobre Coopecide 25-35 0,5-0,7 10-14
Cuprox
Hidroxide
Oxicloruro de Oxicoop
cobre Cupravit verde 45-50 09-1,0 1,8-2,0
Oxicup

*Dosis estimada para un volumen de aplicacion de 400 I/ha.

Fungicidas sistémicos, son productos que tienen la capacidad de detener el avance
de las infecciones de la roya, desde el interior de las hojas, principalmente en etapas
tempranas de la infecciéon cuando se usa la cantidad o concentracion apropiada de
fungicida. Estas sustancias pueden llegar a los tejidos internos de las hojas y circular
dentro de ellas por los conductos por donde se moviliza el agua y los nutrientes.

La mayoria de los fungicidas sistémicos se mueven hacia la parte superior de la
planta, pero principalmente dentro de las hojas hacia los méargenes y las puntas
cuando son aplicados sobre las hojas de los cafetos.

Los primeros fungicidas sistémicos utilizados para el combate de la Roya
pertenecen a los grupos quimicos de las anilidas y los triazoles, los primeros fueron
descartados poco tiempo después por su baja capacidad de control de la roya en
cambio los triazoles han mantenido un adecuado control de la enfermedad desde que
se comenzaron a utilizar y su mecanismo de accion se basa en impedir la produccion
de una sustancia esencial para el crecimiento del hongo Ilamada ergosterol

(precursor biologico de la vitamina D).
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A continuacién se indican algunos fungicidas sistémicos cupricos que pueden ser
utilizados para la estrategia de control preventivo en el combate de la roya del cafeto
(Tabla 5).

Tabla 5. Fungicidas sistémicos recomendados para el combate de la roya del cafeto. Fuente: CICAFE

2013.
Nombre técnico Nombre comercial ml por litro | ml en 200 litros*
Cyproconazol Atemi 10 SL 1,00 200
Cyprosol 10 SL
Propoconazol Tilt 25EC 1,25 250
Propicon 25 EC
Triadimenol Caporal 25DC 1,25 250
Tebuconazol + Silvacur 30 EC 1,75 350
Triadimenol Tebutriazel 30 EC
Cyproconazol + Duett 25 SC 1,25 250
Carbendacin
Cyproconazol + Opera 18,3 SE 2,50 500
Pyraclostrobin
Cyproconazol + Esfera 26,75 EC 1,50 300
Trifoxistrobin

*Volumen de aplicacién sugerido de 400 I/ha.

b) Control genético. Una de las alternativas para el control de la roya es el

mejoramiento genético, el cual comprende el uso de variedades resistentes o
tolerantes a la roya del café. La resistencia es un fenébmeno general de las plantas, un
criterio de evaluacion de resistencia consiste en la observacion del tamafio de las
lesiones ocasionadas por la roya, si las manchas cloréticas son reducidas indican
resistencia o si las manchas son grandes que indican susceptibilidad (Calderon
2012).

En la resistencia especifica del cafeto a la roya estan implicados al menos nueve
genes, dichos genes corresponden a la resistencia “gen a gen”. De los nueve genes
conocidos, cuatro han sido identificados en Coffea arabica (Canjura 2000). Se han
identificado fuentes de resistencia genética a la roya dentro de las especies C.
arabica (Arabicas), C. liberica y C. canephora (Robustas), siendo esta Gltima la
mas utilizada para crear variedades resistentes, en particular los hibridos Catimores,
obtenidos de la cruza de las variedades timor y caturra, estos tuvieron su origen en
un cruzamiento espontaneo entre la variedad tipica de C. arabica y Robusta de C.

canephora, identificada alrededor de 1917 en una plantacion de Arabicas en la isla
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de Timor Oriental (Océano Indico) (Asociacion Nacional del Café (Anacafé) 2013;
Gobierno Regional San Martin et al. 2013).

En América los cultivares tradicionales poseen una estrecha base genética, por lo
cual el problema de la roya adquiere mayor trascendencia y se hace mas dificil
encontrar alguna variacion importante en resistencia (Ruiz 1994). De acuerdo con
Beaker 1978 en El Salvador las investigaciones para el mejoramiento genético
comenzaron en los afios 70s, a cargo del Instituto Salvadorefio de Investigaciones
del Café, ISIC, ahora Fundacion Salvadorefia para Investigaciones del Café
PROCAFE, el cual cruzé al hibrido de Timor, procedente del Centro de
Investigaciones sobre la Roya en Oeiras, con Caturra para la obtencion de Catimor,
hibrido que present6 una buena adaptacion en alturas mayores a 1000 msnm, pero
en condiciones ambientales como son climas calidos 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 el comportamiento del
Catimor, especialmente su adaptacion y vigor en las zonas no favorables (Rodriguez
1990).

Reportes del Instituto de café de Costa Rica, recomienda no sembrar la variedad
Costa Rica 95, por que presenta problemas por la menor calidad de taza comparada
con Caturra y Catuai (Gobierno Regional San Martin et al. 2013).

Control cultural. Las principales practicas culturales que deben priorizarse en el
control de la roya son: sembrar o regular la sombra de los cafetales, para proteger la
humedad de los suelos y asegurar la nutricion de la planta, evitando de esta manera
el estrés de las plantas en las épocas de baja precipitacion como junio, julio, agosto
y en algunos sectores hasta septiembre; previo a fertilizar regular la acides de los
suelos, verificando el pH del suelo, aplicando enmiendas organicas como roca
fosforica, carbonato de calcio entre otros, siendo necesaria su aplicacion como
minimo 30 dias antes del abonamiento; también se debe fertilizar de acuerdo a los
resultados de andlisis de suelo y en base a un plan nutricional; ademéas se debe
controlar la maleza para evitar la competencia del cafeto por nutrientes y se debe
mantener algunas plantas acompafiantes que permita evitar la erosion; y en caso de
dafio de la roya amarilla del cafeto realizar un plan de podas de renovacion en

plantaciones mayores de 6 6 7 afios, a fin de renovar la estructura productiva de la
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planta (Gobierno Regional San Martin et al. 2013). Todas estas practicas culturales

se describen a continuacion:

Densidades de siembra, se define como el nimero de plantas por unidad de area de
terreno; tiene un marcado efecto sobre la capacidad de produccion de las plantas y
es tan importante que se le considera como un insumo mas en el proceso de
produccion; de la misma importancia que un fertilizante (Arcila et al. 2007; Anacafé
2013).

La densidad de siembra esta relacionada con los efectos que produce en la planta la
competencia de otras plantas de la misma o de otra especie, y ademas, con una
mayor o menor eficiencia de captacién de la radiacion solar (Fageria 1992; Anacafé
2013). A medida que se incrementa la poblacién de plantas por area, disminuye la
produccién media por planta, debido a la competencia por los recursos necesarios
para su crecimiento. Entre los factores méas importantes que deciden la densidad de
siembra Optima para un cultivo, estan las caracteristicas morfoldgicas de las plantas,
las cuales deben de tener condiciones ambientales favorables para que puedan

desarrollarse sin limitantes y expresar la capacidad genética (Anacafé 2013).

Tipos y sistemas de poda, el cafeto es una planta de produccién distal; es decir, la
cosecha de cada afio se ubica en los nudos nuevos formados durante el periodo de
crecimiento anterior. En cada ciclo los nudos productivos se localizan hacia el
extremo de la rama, y sucesivamente hacia atrds cada vez queda mayor area de
tejido improductivo. Este comportamiento productivo del cafeto induce un
agotamiento progresivo, particularmente en sistemas de cultivo intensivos, lo que
condiciona la productividad de la planta a la recuperacion, la cual se da con el
inicio de la poda (Carvajal 1984, Federacion de Cafeteros de Colombia 1979 y
Ramirez 1994).

Segun Ramirez 1996, las principales estrategias de poda de cafetos que actualmente
se aplican son las siguientes: poda selectiva, consiste en la poda individual por
planta de acuerdo con el agotamiento que cada una presenta, poda por hileras, las
plantas se podan en hileras completas en ciclos de 3, 4 y 5 afos; y poda por lotes,
este sistema comparte el criterio de renovacion sistematico de la poda por hileras

con la diferencia de que la organizacion de las areas por podar se realiza por lotes y
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no por calles. De esta manera se divide la plantacion en partes iguales, es decir en 3,

4y 5 lotes.

Uso de sombra, el empleo de sombra es primordial para favorecer la productividad
del café. EIl uso y manejo apropiado de los arboles de sombra tiene por objeto evitar
extremos que son perjudiciales, ya que sombra excesiva afecta o limita la
produccion y exceso de sol acorta la vida productiva de la plantacion y demanda
mayor uso de insumos (Calderon 2012).

Segun Anacafé (2002), es mejor el sistema de cultivo de café bajo sombra, ya que
las ventajas del mismo son multiples, y van desde las necesidades eco-fisioldgicas
de la planta, generacién de energia, hasta la de cumplir con requerimientos del
mercado en temas ambientales, como proteccion de suelos y recursos hidricos,
conservacion de flora y fauna.

Una plantacién necesita mayor densidad de sombra (30-40%) y menor cantidad de
luz (70-60%), cuando se cultivan bajo condiciones de alta temperatura, baja
humedad relativa y mayor exposicién a la luz solar; sin embargo, la plantacién
necesitara una menor densidad de sombra (25-30%) y una mayor cantidad de luz
(75-70%) si es cultivada bajo condiciones de baja temperatura, alta humedad
relativa menor exposicién a la luz solar y alta humedad natural del suelo. Al inicio
de las lluvias (mayo-junio), se realiza la poda de mantenimiento o regulacién con el
propdsito de obtener una buena penetracién y distribucion de la luz dentro del
cafetal (Anacafé 2002).

Fertilizacion, esta demostrado que los fertilizantes son absolutamente necesarios en
los cultivos de café, ya que el manejo nutricional de las plantas desempefia un papel
fundamental en el comportamiento del ciclo productivo del cultivo. Una buena
nutricion proporciona los minerales que requiere la planta para realizar sus
funciones metabdlicas y fisioldgicas fortaleciendo asi sus mecanismos de defensa
contra la roya y manteniendo su capacidad productiva (Virginio y Astorga 2015).

Existe en el comercio, fertilizantes liquidos o fertilizantes foliares (quimicos u
organicos 0 ambos) que, aplicados por aspersion a las hojas de las plantas, le
suministran los nutrientes complementarios, igual como lo hacen los fertilizantes
solidos aplicados al suelo (Virginio y Astorga 2015). Los fertilizantes aplicados en
las hojas son absorbidos en una elevada proporcion, no inferior al 90%. Por el
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d)

contrario los fertilizantes aplicados al suelo se pierden en un 50% o0 mas, por
diferentes motivos. Otras ventajas de la fertilizacion foliar es que se pueden aplicar
fungicidas en la misma solucién, por ende al mismo tiempo que se nutre se
controlan las enfermedades (Anacafé 2006).

Igualmente, es importante revisar el disefio, composicion y manejo de los arboles en
asocio con el café, ya que ellos contribuyen con nutrientes complementarios al

programa de fertilizacion (Virginio y Astorga 2015).

Control bioldgico: el uso de parasitoides, depredadores, patdgenos, antagonistas y
poblaciones competidoras para suprimir una poblacion de plagas, haciendo esta
menos abundante y por tanto menos dafiina que en ausencia de éstos (Van y Bellows
1996).

Es ampliamente conocido que los patdgenos presentes en la superficie de las partes
areas de las plantas, son susceptibles al ataque de otros microorganismos, lo cual
puede contribuir a la reduccion de la incidencia de enfermedades foliares (Canjura et
al. 2002).

Para que el parasito realice el control que se desea, deben de facilitarse las
condiciones naturales de su accion. Los ensayos demuestran que para que haya un
parasitismo son necesarias, ademas de condiciones atmosféricas y del ecosistema
del cafetal, dos condiciones, las cuales son: mantenimiento permanentemente en el
suelo de las plantaciones una densidad elevada del hiperparasito y presencia de los
vectores (principalmente insectos) que transportan el hongo del suelo a las hojas
infectadas (Rolz et al. 2013).

3.21 Impacto economico de la roya.

En la década de los noventa, la produccién del parque cafetalero reflejaba alto potencial

de produccion, ya que fluctto entre 11.3 y 18.4 gqq uva oro/mz, logrando los mejores

volimenes de produccion en los afios 1992/93 y 1999/2000, donde se produjeron 4.2 y

3.7 millones de quintales uva oro respectivamente. La caida de los precios en el

quinguenio 1997/98 al 2001/02, provocd que los productores abandonaran sus fincas y

los niveles de inversién en el mantenimiento de estas decayeran en mas del 64% en el

2003, limitandose a actividades como la limpia de cafetales y la cosecha del fruto en la
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mayoria de fincas que no fueron abandonadas. Esta situacion contribuy6 a disminuir la
capacidad productiva y al envejecimiento de los cafetales, al no haber renovacién de
cafetos. El efecto se reflejo en la caida del potencial productivo de las fincas tocando el
mas bajo rendimiento en el afio 2006/07 de 7.6 qg oro uva/mz, obteniendo una
produccién de 1.74 millones de quintales oro uva, es decir cayo con respecto al
promedio productivo de la década 1990/91-1999/00 un 41% (PROCAFE 2014).

Segun Virginio y Astorga (2015), la baja de los precios del café en el mercado
internacional en los ultimos afios ha contribuido al desarrollo de la enfermedad mas
importante del café, debido a que los productores reducen las précticas de manejo de los
cafetales y como resultado se aumenta la incidencia de la roya, lo que disminuye la
produccién y se potencian los efectos colaterales negativos, particularmente los

impactos socioecondmicos.

La roya anaranjada desde su origen ha causado grandes pérdidas econdmicas. A partir
de la dispersion de la roya anaranjada del cafeto en el mundo se han reportado
reducciones en las cosechas de grandes paises cafetaleros, especialmente en las zonas de
bajio donde las temperaturas son mas adecuadas para esta enfermedad (Avelino y Rivas
2013). El brote que reportdé mayores pérdidas a nivel centroamericano fue en la
produccion del 2012-2013, ya que se estimaron pérdidas de aproximadamente el 20%,
los paises mas afectados fueron Honduras, Guatemala y El Salvador (Tabla 6) (Avelino
y Rivas 2013); dicho porcentaje de pérdida equivalié a unos 3,5 millones de sacos de
café de 60 kg (USD 499 millones), lo que se tradujo en la afectacién del 80% de los
pequefios productores que carecen de otras fuentes de ingresos, es decir que unas
373.584 personas (17,2% de la fuerza laboral del sector) fueron desplazadas como

consecuencia del brote (Virginio y Astorga 2015).
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Tabla 6. Pérdidas causadas por la roya anaranjada en la produccion del 2012-2013. Fuente: Avelino y
Rivas 2013.

Produccion en la | Pérdida en 2012-2013 | (%) Estado de
cosecha 2011-2012 | causada por la epidemia emergencia
(en  millones de | de roya anaranjada (en declarado
sacos de 46 kg de | miles de sacos de 46 kg)
café oro)
Honduras 7.10 2192 31 Si
Guatemala 4.85 730 15 Si
Costa Rica 2.01 97 5 Si
Nicaragua 2.00 58 3 No
El Salvador 1.50 442 23 No

En EI Salvador, en los ultimos afios el aporte que el sector café realiza al Producto
Interno Bruto (PIB), ha decrecido debido a la baja cosecha que ha provocado la
infestacion de la roya, lo que a su vez ha generado la supresion de empleo del sector
cafetalero. Segun datos de la Organizacion Internacional del Café (OIC) y el Consejo
Salvadorefio del café 2016, la produccidn registrada para el 2010-2011 fue cercana a los
2614,000.00 quintales oro uva, para el 2011-2012 se reporté una produccién de
1624,211.00 quintales, para el 2012-2013 fue de 1730,000.00 quintales oro uva, en el
2013-2014 la produccion bajo a 700,025 quintales, para el 2014-2015 la produccion fue
de 925,160 quintales y para el 2015-2016 se reporté una produccion de 784,740
quintales oro uva, es decir 17.8% inferior a lo recolectado en la cosecha 2014-2015. La
reduccion en las cosechas de cada afio se ha reflejado en el PIB, ya que en el afio 2010
fue de 1.6 %; en el 2011 fue de 1.4%, en el 2012 de 1.2%, en el 2013 bajo a 0.7% y en
el afio 2014 solo representd el 0.6%, lo que se traduce en pérdidas un poco mayores de

100 millones debido a que la produccion ha caido mas de 1.4 millones de quintales.

Una de las implicaciones que ha traido la baja produccién de café en el pais es la
reduccion de empleos, ya que segun datos de OIC y CSC (2016) se reportd una caida de
92,450 empleos entre los afios 2010 y 2016. De acuerdo con datos de dicho informe en
el 2010 el sector cafetalero report6 la creacion de 130,700 empleos en cambio para el
2013 la cifra bajo hasta 38,250 empleos.
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3.22 Microhongos con capacidad antagonista contra Hemileia vastatrix.

Existen varias investigaciones que indican al hiperparasito Lecanicillium lecanii como
el mejor antagonista de la roya, sin embargo se han aislado otros hiperparasitos de H.
vastatrix como: Aphanocladium meliolae, Paecilomyces lilacinus, Verticillium
leptobactrum, Verticillium sp, Acremonium byssoides, Calcarisporium arbuscula,
Calcarisporium ovalisporum, Sporothrix guttuliformis, Fusarium pallidoraserum y
Trichoderma sp (Rolz et al. 2013). Otros antagonistas de la roya del café son
Verticillium psalliotae, Cladosporium hemileiae, Paranectria hemileiae, Darluca filum
y Tuberulina maxima; estos hongos se encuentran en forma natural, atacan las hifas y
las estructuras de reproduccion de H. vastatrix reduciendo la infeccién e inéculo de roya
(Canjura et al. 2002).

Trichoderma sp. es un antagonista que aprisiona los filamentos o la estructura del
hongo patdgeno, excreta enzimas y posiblemente antibidticos, con el objeto de crear
orificios de entrada en la pared celular del hongo que sufre el ataque, y finalmente
penetra o0 extrae nutrientes. El resultado de esta accion es practicamente el fin del hongo

patdgeno (Rolz et al. 2013).

Las uredosporas de Hemileia vastatrix, agentes causantes de la roya del cafeto, las
cuales son frecuentemente hiperparasitadas por el hongo L. lecanii. El tejido de la hoja
de café no es infectado por este hongo, pero las hojas en las que se encuentra
parasitando pustulas de roya, muestran a menudo necrosis y caen mas rapido que las no
parasitadas (Leguizamén et al. 1989). Este hongo es capaz de penetrar las uredosporas
de la roya utilizando el siguiente mecanismo: la hifa entra a traveés de los poros
germinales de las uredosporas o forma estructuras similares a apresorios que le permiten
penetrar la pared celular y mediante la actividad enzimatica de lipasas, proteasas, 3
glucanasas y quitinasas facilitan la degradacién de la pared celular, la cual esta
compuesta principalmente por B-glucanos y quitina. Es este el mecanismo de accién
para lograr la reduccion de la infeccion por roya en condiciones de invernadero y campo
(Vélez y Rosillo 1995). Lecanicillium ademéas esta catalogado como un hongo
entomopatdgeno, ya que se conoce que las quitinasas se hallan involucradas en los
procesos de infeccion en los insectos. Ademas, se ha probado que, en su funcién como

controlador de fitopatogenos, este hongo parasita a la diana, a través de una
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combinacion de enzimas que incluyen a las celulasas, proteasas, B-1,3-glucanasas y

quitinasas (Gonzélez et al. 2014).

3.23 Clasificacion taxonémica de Simplicillium lanosoniveum (Zare y
Gams 2001).

Antiguamente los géneros Simplicillium y Lecanicillium se clasificaron en el genero
Verticillium y en la familia Clavicipitaceae, sin embargo Sung et al. 2001 y Zare y
Gams 2001, propusieron una nueva clasificacion debido a los resultados obtenidos en
analisis filogenéticos moleculares realizados a los tres microorganismos. Simplicillium y
Lecanicillium por sus filogenias se introdujeron en la familia Cordycipitaceae, la cual
fue propuesta por Diehl en 1950 (Sung et al. 2007). La especie S. lanosoniveum se
asemeja en cierta medida a L. lecanii y L. muscarium, pero se puede distinguir de ellos
por sus conidios corto-elipsoidales y pequefios, ausencia completa de ramificacion
verticiladas, usualmente solo tienen fidlides individuales que surgen de hifas areas
postradas y la velocidad de crecimiento es mas rapida (Zare y Gams 2001; Sung et al.
2007)

De acuerdo a Sung et al. 2007, este hongo pertenece al Reino Fungi, a la clase
Sordariomycetes, al orden Hypocreales, a la familia Cordycipitaceae, cientificamente se
le conoce como S. lanosoniveum (Zare y Gams 2001) (Tabla 7).

Tabla 7. Clasificacion taxondmica de Simplicillium lanosoniveum. Fuente: Sung et al. 2007.

Reino: Fungi

Division: | Ascomycota.

Clase: Sordariomycetes

Subclase: | Magnoliidae

Orden: Hypocreales

Familia: | Cordycipitaceae

Género: | Simplicillium

Especie: | lanosoniveum
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3.24 Morfologia de Simplicillium lanosoniveum (Zare y Gams 2001).

- Fialides (células conidiégenas): son largas y estrechas que surgen de hifas aéreas,
siempre solitarias y el tamafo varia de 15-35 x 0,7-1,5 um (Zare y Gams 2001;

Ward 2011).

- Conidios, son pequefias cabezas globosas que se encuentran en el extremo de las
fidlides en un grupo formando cabezuelas. Son muy pequefios y su tamafio varia de
1,5-3,5 x 07-1,5 pm, ademaés bastante variables en forma, desde sud-globoso, oval o

elipsoidal a sub-cilindrico (Figura 5) (Zare y Gams 2001).
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Figura 5. Fialides y conidios de Simplicillium lanosoniveum. Fuente: Zare y Gams 2001.

- Colonias, Simplicillium lanosoniveum 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 aéreo blanco o crema (Figura 6), que forma colonias blancas con apariencia
algodonosa que mide de 24-34 mm de didmetro en 10 dias en PDA. Al inverso del
cultivo o en la parte inferior del medio es de color amarillo cremoso y se observa la
formacion de una especie de halo, debido a que las hifas se desplazan

concentricamente sobre el medio de cultivo (Zare y Gams 2001; Lim et al. 2014).
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Figura 6. Colonias de Simplicillium lanosoniveum Fuente: Ward et al. 2014.

3.25 Modo de accion de Simplicillium lanosoniveum (Zare y Gams
2001).

La especie de Simplicillium lanosoniveum ha sido reportado como un controlador
bioldgico de ciertas plagas que atacan cultivos, teniendo la funcion de micoparasito y
entomopatogeno. Este microorganismo se encuentra habitando de manera natural
hongos, nematodos y algas (Zare y Gams 2001; Ward 2011; Dong et al. 2013; Lim et
al. 2014). S. lanosoniveum ademas parasita insectos que son considerados plagas para
ciertos cultivo como: afidos, Aphis gossypii y Ceratovacuna lanigera (Chen et al. 2017)
y segun Lim et al. 2014 también este hongo posee igual capacidad entomopatogénica

que Beauveria bassiana.

El hongo micofilico S. lanosoniveum coloniza las pustulas de roya de soja (Phakopsora
pachyrhizi) enrollandose alrededor de las uredosporas (Figura 7). El micoparasito
penetra la uredosporas a través de los poros en un periodo de 24 horas después de la
inoculacion. Las hifas colonizan los soros, pero no colonizan las superficies de las hojas
libres de pustulas. Dentro de 3 dias las hifas, se enrollaron firmemente alrededor de
uredosporas, colonizandolas en un 60%. A los 5 dias posteriores a la inoculacion las
uredosporas se colonizaron en un 90%, por eso los poros de las uredosporas presentan
hundimiento. La colonizacidn se distribuye uniformemente dentro de las uredosporas, y
las hifas se enrollaron alrededor de la capa interna de esporas y a lo largo del
citoplasma. Después de 7-10 dias, los conidios se produjeron en largos fialides
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individuales saliendo de uredosporas colapsadas. A los 10 dias, el contenido de la
uredosporas se encuentra vacio de organulos y casi ausencia de hifas de S.
lanosoniveum. Las uredosporas se encuentran deformes y con apariencia colapsadas
(Ward 2011).
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Figura 7. Simplicillium lanosoniveum enrollandose alrededor de las uredosporas de la roya de
soja (Phakopsora pachyrhizi). Fuente: Ward et al. 2011; Ward et al. 2014.
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I\V. METODOLOGIA

4.1 Ubicacion del area de estudio: Finca Altamira.

El estudio se realiz6 en una finca ubicada en el Cantdn Shucutitan en el kildmetro 93 %2
de la Ruta de las Flores, en el Municipio de Concepcion de Ataco, del Departamento de
Ahuachapan (Figura 8), este Municipio se encuentra a 1273 m.s.n.m. y limita al norte
con el Municipio de Ahuachapan; al este con Apaneca; al sur con Jujutla y al oeste con
Tacuba (Alcaldia Municipal de Concepciéon de Ataco 2002). El area de estudio se
encuentra entre las coordenadas geograficas siguientes: 13°49'57.02"N vy
89°49'43.90"0.
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Figura 8. Mapa de la ubicacién geogréafica del area de estudio: Finca Altamira.
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4.1.1 Caracteristicas fisicas de Concepcion de Ataco.

- Topografia.

Concepcion de Ataco tiene una extension de 99.682,38 Has, de las cuales el 95%
corresponde a un paisaje montafioso y el 5% se caracteriza por ser plano a semi-plano.
Por lo tanto, casi todo el Municipio presenta pendientes elevadas que actualmente se

utilizan en agricultura y ganaderia (Alcaldia Municipal de Concepcién de Ataco 2002).

- Clima.

De acuerdo con la Alcaldia Municipal de Concepcion de Ataco (2012), el 42% del éarea
geogréfica del Municipio presenta un clima con lluvias abundantes y temperaturas
superiores a los 24° C, el 56% presenta lluvias variables y temperaturas que oscilan
entre 17° C y 22° C y solamente el 2% presenta un clima con lluvias que alcanzan los
2000 mm por afio y temperaturas que oscilan entre 10° C y 17° C. Generalmente las
lluvias se presentan en los meses de: marzo, abril, mayo, octubre y noviembre; siendo

los dos dltimos los que presentan mayores precipitaciones.

El valor medio de humedad relativa registrado para el Municipio es del 67% (Alcaldia
Municipal de Concepcion de Ataco 2002).

- Suelo.

De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) 2012, el suelo del
Canton Shucutitan de Concepcion de Ataco es de tipo Andisol. Los andisoles jovenes
tienen un horizonte oscuro compuesto de ceniza, con textura franca y un horizonte
superficial entre 20 a 40 cm. de espesor. En cambio los andisoles de mediano desarrollo,
tienen un horizonte oscuro pero mas rico en materia organica, con textura limosa y un
horizonte superficial de 40 cm. o mas de espesor (Ministerio de Medio Ambiente y
Recursos Naturales (MARN) y Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion,
la Ciencia y la Cultura (UNESCO) 2007).

El 84% del area geografica del Municipio estd dedicado a la explotacion agricola, el
14.35% son pastos para la produccion ganadera, el 0.68% son bosques y el 0.23% son

para diferentes usos (Alcaldia Municipal de Concepcion de Ataco 2012).
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- Flora.

En el Municipio de Concepcion de Ataco, la degradacion de los recursos naturales
especialmente la flora se ha visto gravemente afectada debido a la explotacién minera;
por ello, es poca la diversidad de especies vegetales en la zona. Las especies vegetales
méas abundantes reportadas para el Municipio son: capote, hobo, igua, caracoli,
guarumo, laurel, cordoncillo y friegaplatos (Alcaldia Municipal de Concepcion de
Ataco 2002). Asimismo, las plantas més abundantes en el cantén Shucutitan son: roble,

guachipilin, ceiba, cortés blanco, pito y belloto®.

- Fauna.

En el Municipio de Concepcion de Ataco, la degradacion de la flora ha influido en el
recurso faunistico, ya que la pérdida de condiciones habitacionales, han reducido las
posibilidades de vida para los diferentes grupos taxonomicos. Por ello, para el
Municipio solo se reportaron un total de treinta y nueve especies de aves (garza blanca,
rey gallinazo, guala, aguililla, gavial, gavilan, guacharaca, perdiz, buho, torcaza,
corralera, tortola, garrapatero, jiriguelo, chow-chow, cascabelito, loro, guacamaya,
perico, tominejo, arrendajo, toche, chamon, cardenal, barranquero, azulejo, mirla
blanca, sinsonte, chisgua, mirla embarradora, golondrina, carpintero, copeton, siriri,
tijerete, petirrojo, chorola, chilaco y cucarachero), veintitrés especies de mamiferos
(Didelphys marsupialis, Bradypus variegatus, Dasypus novemcinctus, Eira barbara,
Tamandua mexicana, Desmodus rotundus, Carollia castanea, Aotus lemurinus,
Cerdocyon thous, Leopardus pardalis, Potos flavus, Nasua nasua, Procyon
Cancrivorus, Lontra longicaudis, Conepatus semistriatus, Mustela frenata, Odocoileus
virginianus, Tayassu tajacu, Sciurus granatensis, Mus musculus, Dasyprocta punctata,
Agouti paca y Sylvilagus brasiliensis) y trece especies de reptiles (Bothrops atrox,
Micrurus mipartitus, Microrus dumerilii, Clelia clelia, Leptophis ahaetulla, Spilotes
pullatus, Drymarchon corais, Crotalos durissus, Mastigodryas pleei, Iguana iguana,
Cnemidophorus sp, Tupinambis nigropunctatus y Polychrus marmoratus) (Alcaldia
Municipal de Concepcion de Ataco 2002).

1. Vazquez Villacorta, José Alejandro. Capataz de la Finca Cafetalera, comunicacion personal, 11 de mayo
del 2017. 49



4.2 Ubicacion del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD).

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), el cual esta ubicado dentro de la
Universidad de EI Salvador, en la Autopista Norte y Final de Avenida Héroes y
Martires del 30 de Julio, Ciudad Universitaria, San Salvador, El Salvador (Figura 9). El
laboratorio se encuentra localizado entre las coordenadas geograficas siguientes:
13°43'4.85"N y 89°12'6.20"O.
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Figura 9. Mapa de la ubicacién geogréafica del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud.

50




4.3 Ubicacion del Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y

Forestal “Enrique Alvarez Cérdova”.

La medicion de esporas se realizo en el Laboratorio de Parasitologia Vegetal del Centro
Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez Cordova” (CENTA),
el cual esta ubicado en el km. 33 1/2, carretera a Santa Ana en el Municipio de Ciudad
Arce, La Libertad, EI Salvador (Figura 10). Se encuentra entre las coordenadas
geogréficas siguientes: 13°48'13.85"N y 89°24'4.50"0.

LA LIBERTAD

Figura 10. Mapa de la ubicacion geogréafica del Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal

“Enrique Alvarez Cordova”.
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4.4 Fase de campo.

Etapa que describe paso a paso la recoleccion de las muestras foliares con el
micoparasito Simplicillium lanosoniveum, la aplicacion de este en plantas de café y la
medicién de variables antes y después de cada aspersion.

4.4.1 Recoleccion de muestras foliares con Simplicillium lanosoniveum.

Simplicillium lanosoniveum es un hongo que se encuentra hiperparasitando en forma
natural pustulas de roya del cafeto, este se caracteriza por un micelio blanco que se
desarrolla sobre las uredosporas y por no formar necrosis en el tejido; esta Ultima
caracteristica diferencia en campo a esta especie con Lecanicillium lecanii, ya que
segin Vélez 1991, este también desarrolla un micelio blanco sobre las pastulas pero
forma necrosis en el tejido (Anexo 2).

La recoleccion de muestras foliares con el hongo se realizd dos veces, la primera para la
obtencion del hongo en septiembre del 2016 y la segunda en mayo del 2017, para
cumplir con el ultimo Postulado de Koch (Anexo 3), que indica que se debe aislar
nuevamente y corroborar si fue el hongo asperjado el que parasitd al fitopatdgeno
(Volcy 2008). Para ello, se empled la metodologia modificada de Aizpurua et al. 1996,
la cual consistid en seleccionar veinte plantas de coffea arabica que tuvieran hojas con
las caracteristicas descritas anteriormente, de cada planta se seleccion6 al azar una de
esas hojas y se procedié a cortarlas, haciendo uso de una tijera previamente desinfectada
con alcohol diluido al 70% (Figura 11). Posteriormente, se colocaron dentro de bolsas
plasticas estériles, previamente rotuladas (con el nimero asignado a la planta, fecha,
lugar de procedencia), y se trasladaron en una hielera al laboratorio de CENSALUD
(Anexo 4).

Figura 11. Recoleccién de muestra foliar con el hongo hiperparasito Simplicillium lanosoniveum

creciendo sobre roya.
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4.4.2 Inoculacién de plantas de café con Simplicillium lanosoniveum.

El ensayo se conformo de tres parcelas, una por tratamiento y el grupo control, cada una
con 20 metros de largo y 12 metros de ancho. Las parcelas constaron de 60 cafetos,
organizados en hileras de diez horizontalmente por hileras de seis verticalmente, de los
cuales 50 cafetos, elegidos al azar, conformaron la muestra (Figura 12). La distancia

entre cada parcela fue de aproximadamente 90 metros.
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Figura 12. Esquema de las plantas evaluadas dentro de cada parcela.

Después del aislamiento, la identificacion y la reproduccién de Simplicillium
lanosoniveum, llevadas a cabo en el laboratorio, se procedio a la aspersion en campo, la
cual se realizé de acuerdo con el disefio experimental modificado de Guerra y Welchez
2013, el cual consistio en establecer dos tratamientos (900 gramos y 1500 gramos de
arroz inoculados con el hongo) y un grupo control (sin aspersion o manipulacion de
ningun tipo). Se efectuaron tres aplicaciones por tratamiento con un intervalo de quince
dias por aspersion; es decir, la inoculacién se llevé a cabo durante un periodo de 31
dias, iniciando el dos de abril y finalizando el dos de mayo del afio dos mil diecisiete,
dichas aspersiones se realizaron por la tarde a partir de las cuatro, lo cual se resume en
la tabla 8.
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Tabla 8. Disefio experimental de la investigacion.

Fechas de las evaluaciones de resultados
Tratamientos y aplicaciones de los inéculos.
0 g de arroz
inoculados con S. 02/Abril/2017
lanosoniveum
900 g de arroz 17/Abril/2017
inoculados
1500 g de arroz 02/Mayo/2017
inoculados

Para la preparacion del inoculo se vertieron cinco litros de agua sobre un recipiente
plastico, luego se colocaron dentro del mismo los gramos de arroz inoculados con el
hongo y se removié hasta desprender totalmente el micelio y las esporas de los granos.
Posteriormente se procedio a colar, haciendo uso de una malla-colador, y se mezcl6 con
el resto de agua (45 litros) (Anexo 5). Una vez preparado el indculo se decant6 en una

bomba de mochila y se aplic6 un litro del inéculo por planta de café (Figura 13).

Figura 13. Aspersidn del inéculo en plantas de café.
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4.4.3 Toma de datos en campo.

Para la evaluacioén de incidencia en las plantas de café se tomo en cuenta la metodologia
modificada de Feijoo 2014, la cual consistio en dividir el arbusto en tres estratos (bajo,
medio y alto) y seleccionar al azar una rama de cada uno. El grado de incidencia se
evalué contabilizando, en cada rama seleccionada, el nimero de hojas con roya y el
numero de hojas sanas (Anexo 6), para la seleccion de las ramas se tomd en cuenta que
tuviese mas de tres hojas infectadas. Asimismo, para la evaluacion de severidad se
utilizé la metodologia modificada de Garcia 2013, para la cual se selecciono, al azar,
tres hojas infectadas de las ramas seleccionadas y se contabilizé el nimero de pustulas
en cada una (Figura 14) y se determiné el porcentaje de dafio foliar de acuerdo a la
escala propuesta por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) 2013 (Figura 15), para la seleccion de las hojas se tom6
en cuenta que no estuvieran infectadas mas del 50 % debido a que la hoja cae (Anexo
7).

Las plantas de café, ramas y hojas seleccionadas se identificaron con una cinta color
amarillo esto con el fin de tener un mejor control de los resultados (Figura 16 y Anexo
8). La evaluacion del estado de infeccion que presentaban las plantas de café se realizd

antes de la primera aspersién y a los quince dias posteriores a cada aspersion.

)
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Figura 14. Esquema de los estratos en una planta de café y el nimero de hojas muestreadas en cada rama.
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Porcentaje de daiio foliar/hoja Grado
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6-20% 2
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250% 4

Figura 15. Escala en porcentaje de dafio foliar de la roya. Fuente: SENASICA 2013.
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Figura 16. Seleccidn e identificacion de plantas, ramas y hojas evaluadas.
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4.5 Fase de laboratorio.

Fase gque describe paso a paso desde el aislamiento, la identificacion y la purificacion
del micoparasito Simplicillium lanosoniveum hasta la reproduccion, conteo y medicion

de esporas.
4.5.1 Aislamiento y purificacion de la cepa Simplicillium lanosoniveum.

El aislamiento y purificacion del hongo foliar en PDA se realiz6 de acuerdo a la
metodologia descrita por French y Hebert 1980. Para la siembra primero se recorto, con
una tijera esteril, los trozos de hoja con roya cubierta por micelio blanco, luego se
desinfectaron con agua destilada estéril e hipoclorito de sodio al 3%, posteriormente con
una pinza previamente esterilizada se tomd parte del micelio blanco y se colocé en una
caja Petri con medio de cultivo PDA solidificado (Figura 17), finalmente las cajas Petri
se sellaron, rotularon y dejaron a temperatura ambiente por quince dias hasta la
esporulacién del hongo, esto para poder identificar el microorganismo. Una vez
identificado se purificd y conservé la cepa utilizando la técnica de punta de hifa, la cual
consistio en colocar una porcion del micelio en el centro de la caja Petri, sobre el medio
de cultivo solidificado y luego sellar y conservar a temperatura ambiente (Anexo 9).

Para la obtencion de cultivos puros se repitio dicho procedimiento varias veces.

Figura 17. Siembra del hongo Simplicillium lanosoniveum en el medio de cultivo PDA.
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4.5.2 ldentificacion del hongo Simplicillium lanosoniveum.

A los quince dias después del aislamiento, cuando el hongo se encontraba en fase de
esporulacién, se procedio a la identificacion, para la cual se empled la metodologia de
French y Hebert 1980, la cual consistio en utilizar claves taxondmicas de hongos para la
identificacion macroscopica (color, forma y tamafio de las colonias) y microscopica,
para esta Gltima se realizd preparaciones al fresco por la técnica de montaje por
diseccion, para la cual se colocdé una gota de agua destilada sobre una lamina
portaobjeto y luego con una aguja de diseccion se colocd el micelio a identificar,
Posteriormente se cubri6 con una laminilla cubreobjetos y se observé en el microscopio
con un aumento de 40 X y 100 X, en donde se identificd hasta género de acuerdo a las
caracteristicas presentadas (Figura 18 y Anexo 10). Para una mejor observacion en el
microscopio de las estructuras del hongo se colocd una gota de azul de lactofenol, en
una esquina de la laminilla cubreobjetos para que se absorbiera rapidamente por
capilaridad

Figura 18. Identificacion microscopica del hongo Simplicillium lanosoniveum.

Para la identificacion hasta especie del hongo aislado, se llevaron dos muestras del
hongo, en cajas Petri descartables y debidamente rotuladas, al Laboratorio de Técnicas
Moleculares Aplicadas a la Fitoproteccion del Centro de Investigaciones en Proteccién
de Cultivos (CIPROC) de la Universidad de Costa Rica (UCR), donde se realizo la

identificacion del hongo por ITS (Espaciador Transcrito Interno). De acuerdo a lo
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descrito por la Dra. Monica Blanco Meneses, el andlisis del ADN se realizo a partir de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y se utilizo los cebadores universales de
la region ribosomal del ITS. Los resultados fueron confirmados mediante electroforesis
en gel de agarosa (0.8%) y la secuenciacion se realizO mediante producto de PCR

purificado a una concentracién de 50 ng/ pl.

4.5.3 Efecto de la luz en el desarrollo y produccion de conidios de

Simplicillium lanosoniveum.

De acuerdo con la metodologia descrita por Valdez 2009, se estimulé el hongo con luz
blanca por cuarenta y ocho horas para un mayor desarrollo en la caja Petri y una mayor
produccién de conidios; para ello, se hizo uso de un foco de 25 W, el cual se coloco a

40 cm de distancia sobre la superficie de las cajas Petri (Figura 19).

Figura 19. Estimulacion del hongo Simplicillium lanosoniveum con luz blanca.
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4.5.4 Reproduccion de esporas de Simplicillium lanosoniveum en medio

solido (arroz precocido).

Después de la purificacion y estimulacion de la cepa se realizd la produccion de
esporas, para la cual primero se esterilizé los granos de cereal y luego se procedio a la

inoculacion de los mismos con el hongo.

La preparacion de arroz por contenido de bolsa se realizd de la siguiente manera:
primero se pes6 300 gramos de arroz precocido en un beaker plastico de 500 mi,
seguidamente se le agreg6 250 ml de agua destilada estéril y 0.125 g de tetraciclina, esto
se dejo reposar por 15 minutos. Posteriormente se cold el arroz y se extendié sobre
papel toalla para dejar secar por 60 minutos. Una vez seco se colocé dentro de una bolsa
plastica de polipropileno, de 15 cm de largo y 10 cm de ancho, y luego esté se sell6 con
grapas y se esterilizo en la autoclave por un periodo de 15 minutos a 120 °C, después se
dejo enfriar para luego refrigerar por 16 horas a una temperatura de 8 °C (Figura 20 y
Anexo 11).

Figura 20. Preparacion de arroz precocido para produccion de esporas de Simplicillium lanosoniveum.
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La inoculacion del arroz se realizé a partir de cajas Petri conteniendo el hongo
completamente extendido sobre el medio y en proceso de esporulaciéon. Para la
inoculacién de ocho bolsas con 300 gramos de arroz se utilizé una caja Petri, para dicho
proceso primero se vertio 15 ml de agua destilada estéril en la caja Petri y luego se
realizd un raspado con una aguja de diseccion para el desprendimiento completo del
micelio, este indculo se vertio en un beaker que contenia 115 ml de agua destilada y se
mezclo (Tabla 9). Después se procedié con una tijera previamente esterilizada a hacer
un pequefio corte en la bolsa y con una jeringa estéril a inocular cada bolsa con 20 ml de
la suspension de esporas (Anexo 12). Una vez inoculadas se sellaron con grapas y tirro
y posteriormente se colocaron en una caja de carton por diez dias y luego se extrajo el
arroz inoculado de cada bolsa y se extendié en bandejas por una semana con el fin de
eliminar cualquier rastro de humedad. Finalmente se empaqueto el contenido de cada

bandeja en bolsas de polipropileno (Figura 21).

Tabla 9. Medidas adecuadas para la reproduccién de S. lanosoniveum en ocho bolsas de polipropileno.

Contenido de gramos de arroz

. 300 gramos
precocido por bolsa.
Numero de cajas Petri conteniendo S. 3 cajas
lanosoniveum.
Cantidad de agua destilada estéril para
el desprendimiento del hongo. 15 mi
Cantidad de agua destilada esteril

. . 115 mi
necesaria para inocular 8 bolsas.
Cantidad de la suspension necesaria

. 20 ml

para inocular el arroz.
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Figura 21. Inoculacidn del arroz con la suspensién de esporas de Simplicillium lanosoniveum.

4.5.5 Medicién y conteo de esporas de Simplicillium lanosoniveum.

La medicion de esporas se realizé utilizando el software Motic Images Plus 2.0. Para
dicho procedimiento primero se calibro el programa, luego se hizo preparaciones al
fresco del hongo y se observaron en el objetivo 40 X del microscopio de campo claro.
Una vez identificadas las esporas a medir se procedi6 a enfocar y capturar la imagen de
cada una de ellas en el programa, después se traz6 en cada espora una linea vertical para
medir el largo y una linea horizontal para medir el ancho de la misma. Este
procedimiento se realiz con treinta esporas, escogidas al azar, y se obtuvo un promedio
de las medidas, con el fin de obtener una medida mas exacta de las esporas de

Simplicillium lanosoniveum.

Para el conteo de esporas de los indculos asperjados se empled la metodologia de
French y Hebert 1980, la cual se realiz6 de la siguiente manera: primero se prepararon
las suspensiones de esporas, para el inoculo de 900 gramos se pes6 18 gramos de arroz
inoculado y para el inoculo de 1500 gramos se pesé 30 gramos, luego cada uno de estos

se colocd en un erlenmeyer conteniendo un litro de agua destilada estéril y se
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removieron con un agitador hasta obtener una mezcla homogeéenea. Posteriormente para
cada suspension, se tomo con un gotero Pasteur una muestra y se colocé en la ranura al
centro del margen de la camara Neubauer, donde fue rapidamente absorbida por fuerza
capilar (Anexo 13). Posteriormente se observo en el microscopio a 100X y para el
conteo se tomo en cuenta las esporas presentes en cinco cuadros secundarios (los cuatro
esquinados y el central) del cuadro principal central (Figura 22) y se multiplico la suma
de éstos por 50,000 para obtener el nimero de esporas por centimetro cubico. Este
procedimiento se realizd con cinco bolsas de arroz inoculado escogidas al azar y asi se
obtuvo un promedio de la dosis de conidios de Simplicillium lanosoniveum aplicada a

cada planta de café por tratamiento.
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Figura 22. Vista microscopica de los cuadros tomados en cuenta en el conteo de esporas en la cdmara de

Neubauer.

4.6 Medicion de las variables.

Las variables evaluadas en esta investigacion fueron la incidencia y severidad de roya,

las cuales permitieron evaluar el grado de infestacion que presentaba el area de estudio.
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4.6.1 Variable 1: Incidencia de roya.

El porcentaje de incidencia de roya por individuo o planta de café se determiné a partir
del porcentaje de incidencia por cada rama evaluada, el cual se obtuvo empleando la

formula descrita por Feijoo 2014, la cual se muestra a continuacion:

NHR
PI(%) = mx 100

Donde: PI(%)= porcentaje de incidecia.
NHR= numero de hojas con roya en rama evaluada.

NHT= nimero de hojas sanas e infectadas en rama evaluada.

4.6.2 Variable 2: Severidad de la roya.

El porcentaje de severidad se determind a partir del dafio foliar que presentaron cada
una de las hojas evaluadas, este se calculé empleando la formula descrita por Garcia
2013, la cual se detalla a continuacion:

NO % 0) + (N1 % 1) + (N2 * 2) + (N3 * 3) + (N4 * 4
PS(%):( *0) + (N1+1) (N**4) (N3«3)+(N4+4) 4

Donde: PS(%)= porcentaje de severidad.
NO= numero de hojas con valor 0 de la escala.
N1= numero de hojas con valor 1 de la escala.
N2= numero de hojas con valor 2 de la escala.
N3= numero de hojas con valor 3 de la escala.
N4= numero de hojas con valor 4 de la escala.

N= total de hojas evaluadas.
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4.7 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre la severidad e incidencia de roya antes y
después de cada aplicacion del hiperparésito se compararon a través de un analisis de
varianza de un factor. Para procesar los resultados utilizando el método estadistico
mencionado anteriormente se hizo uso del software IBM SPSS Statistics.

4.7.1 Analisis de varianza de un factor (ANOVA).

El analisis de varianza permite comparar las medias de una determinada variable
cuantitativa en tres 0 mas grupos de datos; contrastando la hip6tesis nula de que las
medias de K poblaciones son iguales, frente a la hipotesis alternativa de que por lo
menos una de las poblaciones difiere de las deméas en cuanto a su valor esperado
(Universidad de Alcala 2004). En este trabajo, se utiliz6 ANOVA de un factor para
determinar las diferencias significativas entre las medias de incidencia y severidad de la
roya, en los tratamientos y el grupo control (Anexo 17, 18, 19, 20, 21 y 22). La

homogeneidad de las varianzas se determind empleando las pruebas de Dunnett.

Segun la Universidad de Alcala 2004, la valoracion de las diferencias entre las medias

de los distintos grupos se resume en la siguiente formula:

2
S entre grupos

SSTotal - SSentre grupos+ SSdentro de grupos =~ =) F= Sz
dentro de grupos

Donde: SS = suma de cuadrados

S%= varianza.
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V. RESULTADOS

5.1 Descripcion morfologica del hongo aislado Simplicillium
lanosoniveum.

El aislamiento del hongo se realizé a partir de pastulas de roya de café parasitadas por
un micelio blanco, el cual se trasladd en medio PDA, donde se desarrollé en un periodo
de diez dias a temperatura ambiente; presenté las caracteristicas descritas por Zare y
Gams (2001) y Lim et al. (2014), como lo son un micelio color blanco con apariencia

algodonosa y en la parte inferior del medio un halo color amarillo cremoso (Figura 23).

Figura 23. Morfologia colonial de Simplicillium lanosoniveum. A) parte superior del medio. B) parte
inferior del medio.
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Al observarlo al microscopio, present6 las caracteristicas descritas por Zare y Gams
(2001), Sung et al. (2007) y Ward (2011); es decir, se observaron células conididgenas
largas, estrechas y no segmentadas que surgen de hifas aéreas postradas, siempre
solitarias o individuales y sin ramificaciones verticiladas, lo cual se puede constatar en
la figura 24.

Figura 24. Estructura microscépica del hongo hiperparasito Simplicillium lanosoniveum. A) Fialides no

tefiidas observadas con un aumento de 40X. B) Fidlides y conidios no tefiidos a un aumento de 40X. C)
Fialides y conidios tefiidos con lactofenol a un aumento de 40X. D) células conidiégenas observadas al

natural en el microscopio con un aumento de 40X.
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5.1.1 Medicidn de esporas de Simplicillium lanosoniveum.

Los conidios fueron obtenidos de una colonia de cultivo monosporico, reproducido en
medio PDA a temperatura ambiente. Se observé que los conidios de esta especie son
pequefios, de coloracion verdusca y bastante variables en su forma (sud-globosos, oval
o elipsoidal a sub-cilindricos), tal como lo describen a S. lanosoniveum Zare y Gams
(2001) (Figura 25).

Oval

Sud-globoso

Elipsoidal

Sub-cilindrico ‘ ‘

Figura 25. Diversidad de formas identificadas en los conidios de Simplicillium lanosoniveum.

Con el programa Motic Image Plus se realizaron las lecturas de las dimensiones (ancho
y largo) de los 30 conidios medidos, las cuales indicaron que el tamafio puede variar
entre 1,5-3,5 x 0,7-1,5 um, tal y como lo detallan Zare y Gams (2001), ya que el
promedio de largo obtenido fue de 1.8 um y el promedio de ancho fue de 1.5 pum
(Figura 26).
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Figura 26. Lectura de las dimensiones de las esporas de Simplicillium lanosoniveum.

5.2 Identificacion molecular del hiperparasito aislado.

En el andlisis de ADN ribosomal mediante la técnica molecular de ITS (espaciadores
internos transcritos) realizado por el Laboratorio de Técnicas Moleculares Aplicadas a
la Fitoproteccion de la UCR, se detectd que la cepa aislada y aplicada a las plantas de
café infectadas con roya corresponde en un 99% de similitud con muestras de
Simplicillium lanosoniveum, ya que de un total de 600 bases analizadas 593 bases
corresponden segun el BLAST (GenBank- NCBI) a la secuencia genética de S.
lanosoniveum con nimero de accesion o raza KT878334.1 (Anexo 14, 15y 16), el cual
de acuerdo a la base de datos del Centro Nacional de Informacidon Biotecnoldgica fue

descubierta por Yao et al. 2015 (Figura 27).
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Organism LSU sequence Strain References Source
S Aaum ABT38126.1 TAMA 173 Tsuchiva and Okuda 2012 ead Aphidoidea
5 AF339553.1 CBSs 704.80 Sung et al 2001 -
S AF338603.1 INT 317442 Sung et al 2001
S AT20230851 INT 317442 Zare 2000
S AT2023086.1 CBS 704.85 Zare and Gams 2001
S DQ522358.1 CBS 704.85 Sung et al 2006
S DQ522405.1 CBS 101267 Sung =t al 2006
S. i DQ522527.1 CBS 704.86 Spatafora et al 2006
S EF460048.1 CBS 101267 Sung et al 2007
S EF469049.1 CBS 704.86 Sung et al 2007
S EF512887.1 INT 303103b Kouwvelis et al 2007
5. e EF641862.1 CBS 962.72 Zare and Gams 2007
51 EU284715.1 Btab(3 g2 and Park 2007 -
S EUQ38:251 Cs0701 Chen et al 2008 Giant salvinia
S FI861375.1 1T9BA eengarten et al 2009 Tick
5.1 HQ232185.1 CBS 321.72 Summerbel! et al 2010 -
S HQ270476.1 DO82307-2A Ward =t al 2010 Sovbean rust on sovbean
5 IN116646.1 PSU-E5104 Supaphon et al 2011 -
S KC008871.1 41559-3 Rajlkumar and Chaturvedi 2012 Cave and mins
S EMO033081.1 vecl_01 Baiswar and Ngachan 2014
S KM035982.1 vecl_02 Baiswar and Ngachan 2013
5 KP276771.1 ARSEF7330 Mitina et al 2014
S. lanosoniveum KR424457.1 GA-Bl Magotra et al 2013 -
S. lanosoniveum KT878334 .1 02302 Yao et al 2015 BALF
5.1 ) KU183022.1 TYLO01 Wang et al 2015 -
5. I KX034381.1 XKiang et al 2016 Hair
S. lanosoniveum E2305184.1 F2 Shen et al 2016

Figura 27. Secuencias de ITS para la especie Simplicillium lanosoniveum. Fuente: Centro Nacional de

Informacion Biotecnolégica (NCBI) 2017.

5.3 Produccion de esporas de S. lanosoniveum.

Las concentraciones de esporas aplicadas a cada planta de café fueron distintas para

cada tratamiento. La dosis para el tratamiento uno fue de dieciocho gramos de arroz

inoculados por litro de agua, la cual contenia 2.4x10” esporas por mililitro. En cambio,

la dosis para el tratamiento dos correspondi6 a treinta gramos de arroz inoculados por

litro de agua, la cual contenfa 3.21x10’ conidios por mililitro (Tabla 10).

Tabla 10. Dosis y promedios de concentraciones de esporas de S. lanosoniveum aplicadas en las plantas

de café.
Tratamientos Dosis del hongo Concentracion de
esporas
GC Testigo (cero aplicacion) 0 ml.
T1 18 g. de arroz inoculados con S. lanosoniveum/It 2.4x10" ml.
de agua. 900 g./50 It de agua.
T2 30 gr. de arroz inoculados con S. lanosoniveum/It 3.21x10" ml.

de agua. 1500 g./50 It de agua.
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5.4 Periodo de colonizacién de pustulas de roya de café por S.

lanosoniveum.
En este estudio, se observd que S. lanosoniveum parasita al fitopatgeno Hemileia
vastatrix cuando se encuentra en la fase de multiplicacion o liberacion de in6culo. El
micelio blanco caracteristico del hongo S. lanosoniveum comienza a desarrollarse
levemente sobre el centro de las pustulas de roya, después de los 10 dias de la
aplicacion, esta etapa aun es casi imperceptible visualmente ya que el micelio no es
espeso y puede confundirse con la tonalidad amarilla de la pdstula. A los trece dias de la
aspersion del hongo, el desarrollo del micelio sobre la pustula es mucho mas espeso y
cubre alrededor del 40% al 50 % de la misma. La colonizacién completa o a un 90% se
observa a los 15 dias posteriores a la inoculacion (Figura 28) y a diferencia de
Lecanicillium lecanii no deja necrosis en la hoja. Ademas este hiperparasito mostr6 una

tendencia a secar las pustulas cuando apenas empiezan a aparecer en las hojas.

Figura 28. Colonizacion de la pustula de roya por S. lanosoniveum. A) a los 10 dias, B) a los 13 dias. C)

pustula totalmente colonizada a los 15 dias.
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5.5 Resultados estadisticos de incidencia de roya.

El andlisis de varianza para cada tratamiento y el grupo control demuestra que existe
una diferencia altamente significativa entre la primera hasta la ultima evaluacion de
incidencia, ya que el valor de P para cada uno es menor a 0,05, lo cual indica que
efectivamente las evaluaciones son estadisticamente diferentes en los tratamientos
(Tabla 11).

Tabla 11. Andlisis de varianza de incidencia de roya en los tratamientos y el grupo control.

Suma de GL Media F Sig.

cuadrados Cuadratica
Tratamiento 1
Inter-grupos 4920,640 3 1640,213 70,949 0,000
Intra-grupos 4531,151 196 23,118
Tratamiento 2
Inter-grupos | 20935,358 3 6978,453 474,189 0,000
Intra-grupos 2884,454 196 14,717
Grupo control
Inter-grupos 374,903 3 124,968 7,939 0,000050
Intra-grupos 3085,147 196 15,741

En la tabla 12, se resumen las diferencias significativas existentes entre cada evaluacion
de incidencia efectuada, la cual nos indica que entre la primera (0 dias) y la Gltima (45
dias) evaluacion en los dos tratamientos y el grupo control existe una diferencia
altamente significativa. De igual manera, muestra que existen diferencias significativas
en el tratamiento dos, entre la primera y segunda evaluacion con la tercera evaluacion.
Asimismo la comparacion de los promedios, en porcentaje, de incidencia de roya entre

los tratamientos y el grupo control se muestra en la figura 29.
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Tabla 12. Diferencias significativas de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a

través del tiempo muestreado.

Categorias de la variable

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Grupo control

(Sig.) (Sig.) (Sig.)
Cero dias Quince dias 1,000 1,000 1,000
Treinta dias 0,215 0,000* 0,116
Cuarentay 0.000* 0,000* 0,000*
cinco dias
Quince dias Cero dias 1,000 1,000 1,000
Treinta dias 0,215 0,000* 0,126
Cuarentay 0.000* 0,000* 0,000*
cinco dias
Treinta dias Cero dias 0,215 0,000* 0,116
Quince dias 0,215 0,000* 0,126
Cuarentay 0.000* 0,000* 0,228
cinco dias
*Evaluaciones de incidencia con diferencias significativas.
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Figura 29. Comparacién de los promedios, en porcentaje, de incidencia de roya entre los tratamientos y

el grupo control a través del tiempo muestreado.

En la figura 29, se presentan los promedios, en porcentaje, de incidencia de cada

tratamiento y grupo control por evaluacion efectuada, se visualiza una disminucion de

incidencia de roya en los tratamientos y un aumento en el grupo control; es decir, en el
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tratamiento uno se redujo la incidencia de un 32,35 % a 20,41% Yy en el tratamiento dos
disminuyé de un 30,45% a 6,85%, en cambio el grupo control presentd un aumento del
29,68% a 32,97%.

5.5.1 Incidencia de roya a los 0 dias (antes de la aplicacion).

La tabla 13 muestra el analisis de varianza de incidencia de roya antes de la aplicacion
de los indculos, y de acuerdo con el valor de P (< 0,05) se detecta una diferencia

significativa en la incidencia de roya de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 13. Andlisis de varianza de incidencia de roya a los 0 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 188,285 2 94,142 5,321 0,006
Intra-grupos 2601,038 147 17,694
Total 2789,322 149

Los tratamientos con diferencias significativas de incidencia de roya antes de la
aspersion se resumen en la tabla 14, en la cual se observa que el tratamiento uno y el
grupo control son estadisticamente diferentes, ya que el valor de P es de 0,005 y
presentan una diferencia de medias de 2,66600. Asimismo, la figura 30 muestra la
comparacion de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control antes de la

aplicacion de los indculos.

Tabla 14. Diferencias significativas de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 0

dias.
Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 1,89680 0,066
Grupo control 2,66600* 0,005
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -1,89680 0,066
Grupo control 0,76920 0,632
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Figura 30. Comparacidn de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 0 dias.

En la figura 30 se muestra los promedios de incidencia de roya de los tratamientos y

grupo control antes de la aplicacion de los inoculos, se visualiza que los porcentajes de

incidencia entre los tratamientos uno y dos difieren en 1,9%; en cambio, el tratamiento

uno y el grupo control difieren un 2,67% por lo que son estadisticamente diferentes, lo

cual nos indica que la roya no estaba repartida en forma uniforme en toda la plantacion.

5.5.2 Incidencia de roya a los 15 dias (después de la aplicacion).

El analisis de varianza de incidencia de roya a los 15 dias después de la aplicacion de

los indculos se resume en la tabla 15, en la cual se indicé que el valor de P es menor a

0,05 por lo que se deduce que existen diferencias significativas en la incidencia de roya

de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 15. Andlisis de varianza de incidencia de roya a los 15 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 184,857 2 92,428 5,242 0,006
Intra-grupos 2592,118 147 17,633
Total 2776,974 149
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En la tabla 16 se indican los tratamientos con diferencias significativas de incidencia de
roya, en la primera evaluacion después de la aplicacion. Se registré una diferencia de
medias de 2,63580 y un valor de P menor a 0,05 para el tratamiento uno y el grupo
control, por lo que son estadisticamente diferentes. Ademas se muestra en la figura 31,
la comparacion de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 15

después de la aplicacion de los indculos.

Tabla 16. Diferencias significativas de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los

15 dias.
Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 1,89680 0,092
Grupo control 2,63580* 0,009
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -1,89680 0,092
Grupo control 0,73900 0,719
Incidencia de roya (%)
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Figura 31. Comparacion de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 15 dias.
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La figura 31 presenta los promedios de incidencia de cada tratamiento y grupo control a
los 15 dias después de la aplicacién, los cuales indican que los tratamientos uno y dos
mantuvieron los porcentajes de incidencia de roya de 32,35% vy 30,45%
respectivamente. Sin embargo, el grupo control presentdé un leve aumento de 0,03%, ya

que en la evaluacion anterior se registré una incidencia del 29,68%.

5.5.3 Incidencia de roya a los 30 dias (despues de la aplicacion).

La tabla 17 muestra el andlisis de varianza de incidencia de roya a los 30 dias después
de la aplicacion de los indculos, en la cual se indica el valor de P es menor a 0,05, por lo
tanto se detecta diferencias significativas en la incidencia de roya de los tratamientos y

el grupo control.

Tabla 17. Analisis de varianza de incidencia de roya a los 30 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 8916,064 2 4458,032 240,225 0,000
Intra-grupos 2727,989 147 18,558
Total 11644,052 149

Los tratamientos con diferencias significativas de incidencia de roya en la segunda
evaluacion después de la aplicacién de los in6culos se resumen en la tabla 18, en la cual
se indica que el tratamiento dos presenta diferencias significativas con el tratamiento
uno y el grupo control, por lo que son estadisticamente diferentes. De igual manera, se
muestra en la figura 32 la comparacion de incidencia de roya entre los tratamientos y el

grupo control a los 30 dias después de la aplicacion de los inoculos.

Tabla 18. Diferencias significativas de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los

30 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 15,84480* 0,000
Grupo control -0,97640 0,584
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -15,84480* 0,000
Grupo control -16,82120* 0,000
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Figura 32. Comparacién de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 30 dias.

En la figura 32 se visualiza los promedios de incidencia de cada tratamiento y grupo

control a los 30 dias después de la aplicacion de los indculos, el cual muestra que los

tratamientos uno y dos disminuyeron los porcentajes de incidencia de roya de 32,35% a

30,48% vy de 30,45% a 14,64% respectivamente. Sin embargo, el grupo control presento

un aumento de 1,75%, ya que en la evaluacién anterior se registré una incidencia del

29,71%.

5.5.4 Incidencia de roya a los 45 dias (despues de la aplicacion).

El andlisis de varianza de la incidencia de roya a los 45 dias después de la aplicacion de

los indculos se resume en la tabla 19, en la cual se indico que el valor de P es 0,000 un

namero menor de 0,05 por lo que se deduce que existen diferencias significativas en la

incidencia de roya de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 19. Andlisis de varianza de incidencia de roya a los 45 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 17071,068 2 8535,534 486,401 0,000
Intra-grupos 2579,609 147 17,548
Total 19650,677 149
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En la tabla 20 se indican los tratamientos con diferencias significativas de incidencia de
roya, en la tercera evaluacion después de la aplicacion de los indculos. Se registrd un
valor de P menor a 0,05 para todos los tratamientos por lo que se deduce que son
estadisticamente diferentes. Ademas en la figura 33, se muestra la comparacion de
incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 45 dias después de la

aplicacion de los indculos.

Tabla 20. Diferencias significativas de incidencia de roya entre los tratamientos a los 45 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 13,55780* 0,000
Grupo control -12,56720* 0,000
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -13,55780* 0,000
Grupo control -26,12500* 0,000

Incidencia de roya (%)
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Figura 33. Comparacion de incidencia de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 45 dias.

En la figura 33 se presentan los promedios de incidencia de cada tratamiento y grupo
control a los 45 dias después de la aplicacion de los inoculos, se visualiza que el
tratamiento uno disminuyd el porcentaje de incidencia a 20,41% vy el tratamiento dos a

6,85%, lo cual nos indica que se redujo la incidencia de la enfermedad un 11,94% para
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el tratamiento uno y un 23,6% para el tratamiento dos. En cambio, el grupo control
presentd un aumento de 3,29%, ya que en la primera evaluacion se registré un
porcentaje de incidencia del 29,68%.

5.6 Resultados estadisticos de severidad de roya.

El analisis de varianza para cada tratamiento y el grupo control demuestra que existe
una diferencia altamente significativa entre la primera hasta la ultima evaluacion de
severidad, ya que el valor de P para cada uno es menor a 0,05 deducimos que los
tratamientos son estadisticamente diferentes (Tabla 21).

Tabla 21. Andlisis de varianza de la severidad de la roya en los tratamientos y el grupo control.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadrética

Tratamiento 1

Inter-grupos 1589,447 3 529,816 231,921 0,000
Intra-grupos 447,755 196 2,284

Tratamiento 2

Inter-grupos 2165,951 3 721,984 477,173 0,000
Intra-grupos 296,556 196 1,513

Grupo control

Inter-grupos 35,295 3 11,765 3,102 0,028
Intra-grupos 743,274 196 3,792

En la tabla 22 se resumen las diferencias significativas existentes entre cada evaluacion
de severidad efectuada, la cual nos indica que entre la primera (0 dias) y la ultima (45
dias) evaluacion en los dos tratamientos y el grupo control existe una diferencia
altamente significativa. De igual manera, se muestra diferencias significativas en el
tratamiento dos, entre la primera y segunda con la tercera evaluacién. También se
muestra en la figura 34, la comparacién de severidad de roya entre los tratamientos y el

grupo control.
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Tabla 22. Diferencias significativas de la severidad de la roya entre los tratamientos y el grupo control a

través del tiempo muestreado.

Categorias de la variable Tratamiento 1 | Tratamiento 2 Tratamiento 3
(Sig.) (Sig.) (Sig.)
Cero dias Quince dias 0.000* 1,000 0,000*
Treinta dias 0.000* 0,000* 0,000*
Cuarentay 0.000* 0,000* 0,000*
cinco dias
Quince dias Cero dias 0.000* 1,000 0,000*
Treinta dias 0.000* 0,000* 0,000*
Cuarentay 0.000* 0,000* 0,000*
cinco dias
Treinta dias Cero dias 0.000* 0,000* 0,000*
Quince dias 0.000* 0,000* 0,000*
Cuarentay 0.000* 0,000* 0,000*
cinco dias
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Figura 34. Comparacion de los promedios de severidad de roya entre los tratamientos y el grupo control

a través del tiempo muestreado.

En la figura 34, se presentan los promedios de severidad de cada tratamiento y grupo

control por evaluacién efectuada, se visualiza una disminucién del nimero de pustulas

en los tratamientos y aumento en el grupo control; es decir, en el tratamiento uno se

redujo el promedio de nimero de pustulas por hoja de 9,41 a 2,2 y en el tratamiento dos
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disminuy6 de 8,72 a 0,76, en cambio el grupo control presenté un aumento de 7,9 a
8,99.

5.6.1 Severidad de la roya en el estrato bajo a los 0 dias (antes de la

aplicacion).

La tabla 23 muestra el anélisis de varianza de severidad de roya en el estrato bajo antes
de la aplicacion de los indculos, la cual nos indica que el valor de P 0,036 es menor a
0,05, por lo que se detecta diferencias significativas en la severidad de los tratamientos

y el grupo control.

Tabla 23. Andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato bajo a los 0 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadrética
Inter-grupos 449,493 2 224,147 3,402 0,036
Intra-grupos 9710,000 147 66,054
Total 10159,493 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato bajo
antes de la aplicacion se resumen en la tabla 24, en la cual se observa que el tratamiento
uno y el grupo control son estadisticamente diferentes, ya que el valor de P es de 0,035
y presentan una diferencia de medias de 4,240. En la figura 35, se muestra la
comparacion de severidad de roya entre los tratamientos y el grupo control antes de la

aplicacion de los in6culos.

Tabla 24. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los tratamientos y

el grupo control a los 0 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 2,080 0,494
Grupo control 4,240* 0,035
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -2,080 0,494
Grupo control 2,160 0,444
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Figura 35. Comparacién de los promedios de severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los

tratamientos y el grupo control a los 0 dias.

En la figura 35, se muestra los promedios de severidad de roya en el estrato bajo de los
tratamientos y grupo control antes de la aplicacion de los indculos, se visualiza que los
promedios generales de numero de pustulas por hoja entre los tratamientos uno y dos
difieren solamente en 0,7; en cambio, el tratamiento uno y el grupo control difieren en
1,42 por lo que son estadisticamente diferentes, lo cual nos indica que la relacion de

hoja por pustula no era uniforme entre los tratamientos.

5.6.2 Severidad de la roya en el estrato medio a los 0 dias (antes de la

aplicacion).

En la tabla 25 se muestra el analisis de varianza de severidad de roya en el estrato medio
antes de la aplicacién de los in6culos, la cual nos indica que el valor de P es de 0,001,
por lo que se detecta diferencias significativas en la severidad de los tratamientos y el

grupo control.
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Tabla 25. Andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato medio a los O dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 750,893 2 375,447 7,176 0,001
Intra-grupos 7690,680 147 52,318
Total 8441,573 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato medio

antes de la aplicacion se resumen en la tabla 26, en la cual se observa que el tratamiento

uno y el grupo control son estadisticamente diferentes, ya que el valor de P es de 0,001

y presentan una diferencia de medias de 5,460. La figura 36 muestra la comparacion de

la severidad de roya entre los tratamientos y el grupo control antes de la aplicacion de

los in6culos.

Tabla 26. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato medio, entre los tratamientos

y el grupo control a los 0 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 2,320 0,247
Grupo control 5,460* 0,001
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -2,320 0,247
Grupo control 3,140 0,080
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Figura 36. Comparacién de los promedios de severidad de la roya, en el estrato medio, entre los

tratamientos y el grupo control a los 0 dias.
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En la figura 36, se muestra los promedios de severidad de roya en el estrato medio de
los tratamientos y grupo control antes de la aplicacion de los indculos, se visualiza que
los promedios generales de nimero de pustulas por hoja entre los tratamientos uno y
dos difieren solamente en 0,77; en cambio, el tratamiento uno y el grupo control
difieren en 1,82 por lo que son estadisticamente diferentes, lo cual nos indica que la
relacion de hoja por pustula no fue uniforme entre los tratamientos. Asimismo, se
observa que el promedio de numero de pustulas por hoja para el estrato medio es menor

al promedio del estrato bajo en los tratamientos y en el grupo control.

5.6.3 Severidad de la roya en el estrato alto a los 0 dias (antes de la

aplicacion).

En la tabla 27 se muestra el andlisis de varianza de severidad de roya en el estrato alto
antes de la aplicacién de los inoculos, la cual nos indica que el valor de P es de 0,024,
un namero menor a 0,05, por lo que se detecta diferencias significativas en la severidad

de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 27. Analisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato alto a los 0 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 373,053 2 186,527 3,837 0,024
Intra-grupos 7145,780 147 48,611
Total 7518,833 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato alto
antes de la aplicacion se resumen en la tabla 28, en la cual se observa que el tratamiento
uno y el grupo control son estadisticamente diferentes, ya que el valor de P es de 0,017
y presentan una diferencia de medias de 3,860. De igual manera, la comparacion de
severidad de roya entre los tratamientos y el grupo control antes de la aplicacion de los

indculos se muestra en la figura 37.
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Tabla 28. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato alto, entre los tratamientos a

los O dias.
Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias

Tratamiento 1 | Tratamiento 2 1,800 0,403

Grupo control 3,860* 0,017

Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -1,800 0,403

Grupo control 2,060 0,305
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Figura 37. Comparacién de los promedios de la severidad de la roya, en el estrato alto, entre los
tratamientos a los 0 dias.

En la figura 37, se muestra los promedios de severidad de roya en el estrato alto de los
tratamientos y grupo control antes de la aplicacion de los indculos, se visualiza que los
promedios generales de numero de pustulas por hoja entre los tratamientos uno y dos
difieren solamente en 0,6; en cambio, el tratamiento uno y el grupo control difieren en
1,29 por lo que son estadisticamente diferentes, lo cual nos indica que la relacion de
hoja por pustula no fue uniforme entre los tratamientos. Asimismo, se observa que el
promedio de nimero de pustulas por hoja para el estrato alto es menor a los promedios
del estrato medio y bajo en los tratamientos y grupo control, esto debido a que la roya
tiende a empezar a desarrollarse en las hojas mas cercanas al suelo para posteriormente

propagarse en el resto del arbusto.
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5.6.4 Severidad de la roya en el estrato bajo a los 15 dias (después de la

aplicacion).

El andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato bajo a los 15 dias después
de la aplicacion de los indculos se resume en la tabla 29, en la cual se indico que el
valor de P es menor a 0,05 por lo que se deduce que existen diferencias significativas en

la severidad de la roya de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 29. Andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato bajo a los 15 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 975,160 2 487,580 9,246 0,000165
Intra-grupos 7751,700 147 52,733
Total 8726,860 149

En la tabla 30 se indican los tratamientos con diferencias significativas de la severidad
de la roya en el estrato bajo, en la primera evaluacion después de la aplicacion. Se
registrd diferencias significativas entre el tratamiento dos con el tratamiento uno y el
grupo control, ya que el valor de P entre estos tratamientos es menor a 0,05. Ademas, la
comparacion de la severidad de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 15

dias después de la aplicacion de los indculos se muestra en la figura 38.

Tabla 30. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los tratamientos y

el grupo control a los 15 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 4,060* 0,016
Grupo control -2,080 0,327
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -4,060* 0,016
Grupo control -6,140* 0,000
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Figura 38. Comparacion de los promedios de la severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los

tratamientos y el grupo control a los 15 dias.

La figura 38 presenta los promedios de severidad en el estrato bajo de cada tratamiento
y grupo control a los 15 dias después de la aplicacion, los cuales indican que los
tratamientos uno y dos disminuyeron el promedio de nimero de pustulas por hoja de
9.87 a 7,97 y de 9,17 a 6,62 respectivamente. Asimismo, el grupo control present6d un
leve aumento de 0,22 pustulas por hoja, ya que en la evaluacion anterior se registré una
severidad de 8,45.

5.6.5 Severidad de la roya en el estrato medio a los 15 dias (después de

la aplicacion).

El andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato medio a los 15 dias
después de la aplicacion de los inoculos se resume en la tabla 31, en la cual se indico
que el valor de P es de 0,000001, dato menor a 0,05, por lo que se deduce que existen
diferencias significativas en la severidad de la roya de los tratamientos y el grupo

control.

88




Tabla 31. Andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato medio a los 15 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 1194,173 2 597,087 15,142 0,000001
Intra-grupos 5796,420 147 39,431
Total 6990,593 149

En la tabla 32 se indican los tratamientos con diferencias significativas de la severidad

de la roya en el estrato medio, en la primera evaluacion después de la aplicacion. Se

registrd diferencias significativas entre el tratamiento uno con el tratamiento dos vy el

grupo control, ya que el valor de P entre estos tratamientos es menor a 0,05. La

comparacion de la severidad de roya entre los tratamientos y el grupo control a los 15

dias después de la aplicacion de los indculos se muestra en la figura 39.

Tabla 32. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato medio, entre los tratamientos

y el grupo control a los 15 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 4,380* 0,002
Grupo control -2,440 0,130
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -4,380* 0,002
Grupo control -6,820* 0,000
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Figura 39. Comparacion de los promedios de la severidad de la roya, en el estrato medio, entre los

tratamientos y el grupo control a los 15 dias.
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La figura 39 presenta los promedios de severidad en el estrato medio de cada
tratamiento y grupo control a los 15 dias después de la aplicacién, los cuales indican
que los tratamientos uno y dos disminuyeron el promedio de nimero de pustulas por
hoja de 9,66 a 7,51 y de 8,89 a 6,05 respectivamente. Asimismo, el grupo control
presentd un aumento de 0,48 pustulas por hoja, ya que en la evaluacion anterior se

registro una severidad de 7,84.

5.6.6 Severidad de la roya en el estrato alto a los 15 dias (después de la

aplicacion).

El andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato alto a los 15 dias después
de la aplicacion de los indculos se resume en la tabla 33, en la cual se indicé que el
valor de P es de 0,243, dato mayor a 0,05, por lo que se deduce que no existen
diferencias significativas en la severidad de la roya de los tratamientos y el grupo
control. Ademés se muestra en la figura 38, la comparacion de la severidad de roya
entre los tratamientos y el grupo control a los 15 dias después de la aplicacion de los

indculos.

Tabla 33. Anélisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato alto a los 15 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadrética
Inter-grupos 113,880 2 56,940 1,427 0,243
Intra-grupos 5863,960 147 39,891
Total 5977,840 149
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Figura 40. Comparacion de los promedios de severidad de la roya, en el estrato alto, entre los

tratamientos y el grupo control a los 15 dias.

La figura 40 presenta los promedios de severidad en el estrato alto de cada tratamiento y
grupo control a los 15 dias después de la aplicacion, los cuales indican que los
tratamientos uno y dos disminuyeron el promedio de nimero de pustulas por hoja de
8,71 a 7,63 y de 8,11 a 6,97 respectivamente. Asimismo, el grupo control presentd un
pequefio aumento de 0,11 pustulas por hoja, ya que en la evaluacion anterior se registrd

una severidad de 7,42.

5.6.7 Severidad de la roya en el estrato bajo a los 30 dias (después de la

aplicacion).

La tabla 34 muestra el analisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato bajo a
los 30 dias después de la aplicacion de los indculos, la cual indica que el valor de P es
de 0,000, cantidad menor a 0,05, lo que permite deducir que existen diferencias

altamente significativas en la severidad de la roya de los tratamientos y el grupo control.
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Tabla 34. Andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato bajo a los 30 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 18386,253 2 9193,127 307,306 0,000
Intra-grupos 4397,540 147 29,915
Total 22783,793 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato bajo en

la segunda evaluacion después de la aplicacion de los inoculos se detallan en la tabla 35,

en la cual se indica que los dos tratamientos presentan diferencias significativas entre si

y de igual manera con el grupo control, por lo que son estadisticamente diferentes. En la

figura 41 se muestra la comparacién de la severidad de roya entre los tratamientos y el

grupo control a los 30 dias después de la aplicacion de los inoculos.

Tabla 35. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los tratamientos y

el grupo control a los 30 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 8,26000* 0,000
Grupo control -18,24000* 0,000
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -8,26000* 0,000
Grupo control -26,50000* 0,000
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Figura 41. Comparacion de los promedios de severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los

tratamientos y el grupo control a los 30 dias.
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En la figura 41 se visualiza los promedios de severidad del estrato bajo de cada
tratamiento y grupo control a los 30 dias después de la aplicacion de los inoculos,
indicando que los tratamientos uno y dos disminuyeron los promedios de nimero de
pustulas por hoja de 7,97 a 3,09 y de 6,62 a 0,34 respectivamente. Sin embargo, el
grupo control presenté un aumento de 0,5, ya que en la evaluacion anterior se registro

una severidad de 8,67.

5.6.8 Severidad de la roya en el estrato medio a los 30 dias (después de

la aplicacion).

En la tabla 36 se muestra el analisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato
medio a los 30 dias después de la aplicacion de los indculos, el cual indica que el valor
de P es de 0,000, numero menor a 0,05, lo que permite deducir que existen diferencias

altamente significativas en la severidad de la roya de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 36. Anélisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato medio a los 30 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 15955,320 2 7977,660 376,689 0,000
Intra-grupos 3113,147 147 21,178
Total 19068,540 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato medio
en la segunda evaluacion después de la aplicacion de los indculos se detallan en la tabla
37, en la cual se indica que los dos tratamientos presentan diferencias significativas
entre si y de igual manera con el grupo control, por lo que son estadisticamente
diferentes. Ademas se muestra en la figura 42, la comparacion de la severidad de roya
entre los tratamientos y el grupo control a los 30 dias después de la aplicacién de los

indculos.
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Tabla 37. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato medio, entre los tratamientos

y el grupo control a los 30 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 12,30000* 0,000
Grupo control -12,96000* 0,000
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -12,30000* 0,000
Grupo control -25,26000* 0,000
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Figura 42. Comparacion de los promedios de severidad de la roya, en el estrato medio, entre los
tratamientos y el grupo control a los 30 dias.

En la figura 42 se visualiza los promedios de severidad del estrato medio de cada
tratamiento y grupo control a los 30 dias después de la aplicacion de los indculos,
indicando que los tratamientos uno y dos disminuyeron los promedios de nimero de
pustulas por hoja de 7,51 a 4,73 y de 6,05 a 0,63 respectivamente. Sin embargo, el
grupo control presentd un aumento de 0,4, ya que en la evaluacion anterior se registro
una severidad de 8,72.
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5.6.9 Severidad de la roya en el estrato alto a los 30 dias (después de la

aplicacion).

La tabla 38 muestra el analisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato alto a
los 30 dias después de la aplicacién de los in6culos, la cual indica que el valor de P es
de 0,000, lo que permite deducir que existen diferencias altamente significativas en la

severidad de la roya de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 38. Anélisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato alto a los 30 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 3405,813 2 1702,907 59,776 0,000
Intra-grupos 4187,760 147 28,488
Total 7593,573 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato alto en
la segunda evaluacion después de la aplicacion de los in6culos se detallan en la tabla 39,
en la cual se indica gque los dos tratamientos presentan diferencias significativas entre si
y de igual manera con el grupo control, por lo que son estadisticamente diferentes.
Ademas se muestra en la figura 43, la comparacion de la severidad de roya entre los

tratamientos y el grupo control a los 30 dias después de la aplicacion de los indculos.

Tabla 39. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato alto, entre los tratamientos y

el grupo control a los 30 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 2,12000 0,119
Grupo control -8,88000* 0,000
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -2,12000 0,119
Grupo control -11,00000* 0,000
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Figura 43. Comparacion de los promedios de severidad de la roya, en el estrato alto, entre los

tratamientos y el grupo control a los 30 dias.

En la figura 43 se visualiza los promedios de severidad del estrato alto de cada
tratamiento y grupo control a los 30 dias después de la aplicacion de los indculos,
indicando que los tratamientos uno y dos disminuyeron los promedios de nimero de
pustulas por hoja de 7,63 a 5,12 y de 6,97 a 4,41 respectivamente. Sin embargo, el
grupo control presenté un aumento de 0,55, ya que en la evaluacion anterior se registro

una severidad de 7,53.

5.6.10 Severidad de la roya en el estrato bajo a los 45 dias (después de

la aplicacion).

El analisis de varianza de severidad de roya en el estrato bajo a los 45 dias después de la
aplicacion de los indculos se detalla en la tabla 40, en la cual se indico que el valor de P
es 0,000 un namero menor de 0,05, por lo que se deduce que existen diferencias

significativas en la severidad de los tratamientos y el grupo control.
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Tabla 40. Andlisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato bajo a los 45 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 24702,893 2 12351,447 450,487 0,000
Intra-grupos 4030,440 147 27,418
Total 28733,333 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato bajo en

la tercera evaluacion después de la aplicacion de los indculos se detallan en la tabla 41,

en la cual se indica que los dos tratamientos presentan diferencias significativas entre si

y de igual manera con el grupo control, por lo que son estadisticamente diferentes.

Ademas se muestra en la figura 44, la comparacion de la severidad de roya entre los

tratamientos y el grupo control a los 45 dias después de la aplicacion de los indculos.

Tabla 41. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los tratamientos y

el grupo control a los 45 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 2,86000* 0,019
Grupo control -25,68000* 0,000
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -2,86000* 0,019
Grupo control -28,54000* 0,000
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Figura 44. Comparacion de los promedios de severidad de la roya, en el estrato bajo, entre los

tratamientos y el grupo control a los 45 dias.
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La figura 44, representa los promedios de severidad en el estrato bajo de cada
tratamiento y grupo control a los 45 dias después de la aplicacion de los inoculos, se
visualiza que el tratamiento uno disminuy6 el promedio de nimero de pustulas por hoja
a 0,95 y el tratamiento dos a 0, lo cual nos indica que se redujo la severidad de la
enfermedad en el estrato bajo 8,92 para el tratamiento uno y para el tratamiento dos se
redujo totalmente. En cambio, el grupo control presenté un aumento de 1,06, ya que en
la primera evaluacion se registré un promedio de severidad de 8,45 pustulas por hoja.

5.6.11 Severidad de la roya en el estrato medio a los 45 dias (después de

la aplicacion).

El andlisis de varianza de severidad de roya en el estrato medio a los 45 dias después de
la aplicacion de los indculos se detalla en la tabla 42, en la cual se indicé que el valor de
P es 0,000 un numero menor de 0,05, por lo que se deduce que existen diferencias

significativas en la severidad de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 42. Analisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato medio a los 45 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 19893,760 2 9946,880 542,581 0,000
Intra-grupos 2694,880 147 18,333
Total 22588,640 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato medio
en la tercera evaluacion después de la aplicacion de los in6culos se detallan en la tabla
43, en la cual se indica que los dos tratamientos presentan diferencias significativas
entre si y de igual manera con el grupo control, por lo que son estadisticamente
diferentes. Ademas se muestra en la figura 45, la comparacion de la severidad de roya
entre los tratamientos y el grupo control a los 45 dias después de la aplicacion de los

indculos.

98



Tabla 43. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato medio, entre los tratamientos
y el grupo control a los 45 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 6,560* 0,000
Grupo control -20,480* 0,000
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -6,560* 0,000
Grupo control -27,040* 0,000
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Figura 45. Comparacion de los promedios de severidad de la roya, en el estrato medio, entre los

tratamientos y el grupo control a los 45 dias.

La figura 45, representa los promedios de severidad en el estrato medio de cada
tratamiento y grupo control a los 45 dias después de la aplicaciéon de los indculos, se
visualiza que el tratamiento uno disminuyo el promedio de niamero de pastulas por hoja
a 2,23 y el tratamiento dos a 0,04, lo cual nos indica que se redujo la severidad de la
enfermedad en el estrato medio de 7,43 pustulas por hoja para el tratamiento uno y para
el tratamiento dos se redujo de 8,85 pustulas. En cambio, el grupo control presentd un
aumento de 1,21, ya que en la primera evaluacion se registré un promedio de severidad

de 7,84 pustulas por hoja.
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5.6.12 Severidad de la roya en el estrato alto a los 45 dias (después de la
aplicacion).

El andlisis de varianza de severidad de roya en el estrato alto a los 45 dias después de la
aplicacion de los in6culos se detalla en la tabla 44, en la cual se indico que el valor de P

es 0,000 un namero menor de 0,05, por lo que se deduce que existen diferencias

significativas en la severidad de los tratamientos y el grupo control.

Tabla 44. Anélisis de varianza de la severidad de la roya en el estrato alto a los 45 dias.

Suma de GL Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Inter-grupos 9620,760 2 4810,380 218,047 0,000
Intra-grupos 3243,000 147 22,061
Total 12863,760 149

Los tratamientos con diferencias significativas de severidad de roya en el estrato alto en
la tercera evaluacion después de la aplicacion de los indculos se detallan en la tabla 45,
en la cual se indica que los dos tratamientos presentan diferencias significativas entre si
y de igual manera con el grupo control, por lo que son estadisticamente diferentes.
Ademas se muestra en la figura 46, la comparacion de la severidad de roya entre los
tratamientos y el grupo control a los cuarenta y cinco dias después de la aplicacion de

los in6culos.

Tabla 45. Diferencias significativas de la severidad de la roya, en el estrato alto, entre los tratamientos y

el grupo control a los 45 dias.

Categorias de la variable Diferencia de Sig.
medias
Tratamiento 1 | Tratamiento 2 3,540* 0,001
Grupo control -14,940* 0,000
Tratamiento 2 | Tratamiento 1 -3,540* 0,001
Grupo control -18,480* 0,000
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Figura 46. Comparacion de los promedios de severidad de la roya, en el estrato alto, entre los

tratamientos y el grupo control a los 45 dias.

La figura 46, representa los promedios de severidad en el estrato alto de cada
tratamiento y grupo control a los 45 dias después de la aplicacién de los inoculos, se
visualiza que el tratamiento uno disminuyo el promedio de niumero de pastulas por hoja
a 3,41 y el tratamiento dos a 2,23, lo cual nos indica que se redujo la severidad de la
enfermedad en el estrato alto de 5,3 pustulas por hoja para el tratamiento uno y para el
tratamiento dos se redujo de 5,88 pustulas. En cambio, el grupo control presentd un
aumento de 0,97, ya que en la primera evaluacion se registré un promedio de severidad

de 7,42 pustulas por hoja.

5.6.13 Porcentaje de severidad de roya.

En este estudio la severidad de la enfermedad en las plantas de café evaluadas también
se midio tomando en cuenta el grado de dafio en cada hoja; para ello, se utilizo la escala
de severidad para roya citada anteriormente. La comparacion de los porcentajes de

severidad de roya entre los tratamientos y el grupo control se muestra en la figura 47.
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Figura 47. Comparacion de los porcentajes de la severidad de roya entre los tratamientos y el grupo

control a través del tiempo muestreado.

En la figura 47, se presentan los porcentajes de severidad de cada tratamiento y grupo
control por evaluacion efectuada, se visualiza una disminucion en los tratamientos y un
aumento en el grupo control; es decir, en el tratamiento uno se redujo la severidad de un
41,6% a 12,83% Yy en el tratamiento dos disminuy6 de un 38,8% a 5,8%, en cambio el
grupo control presentd un aumento de 4.7%. Por lo tanto, la enfermedad disminuyd un
70% en las plantas del tratamiento uno y en las del tratamiento dos disminuy6 en un
89%.

5.7 Perfil climatolégico de Concepcién de Ataco en el periodo de

muestreo.

Los datos de precipitacion pluvial, humedad relativa y temperatura del Municipio de
Concepcion de Ataco durante los meses de abril y mayo del 2017, en los cuales se llevd
acabo la aplicaciébn y evaluacion en campo del hiperparasito Simplicillium
lanosoniveum, fueron proporcionados por el Servicio Nacional de Estudios Territoriales
(SNET). No se establecié una relacion funcional entre los datos de incidencia y

severidad de roya con los factores climaticos debido a que es necesario un monitoreo de
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la efectividad del hiperparasito en los brotes de ambas épocas del afio para poder

establecer la curva de regresion™.

- Precipitacion pluvial.

Los promedios de precipitacion pluvial en los dias de aplicacion y evaluacion del efecto
de los in6culos, efectuadas entre los meses de abril a mayo de 2017 se muestran en la

figura 48.
Promedios de precipitacion pluvial (mm).
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Figura 48. Promedios de precipitacion registrada durante las aplicaciones de los indculos en los meses de

abril a mayo de 2017.

En la figura 48 se indican los promedios de precipitacién pluvial durante el periodo de
muestreo, se visualiza que en el periodo de la primera aplicacion de los indculos fue
nula la presencia de lluvia, en cambio en el periodo de evaluacion de la segunda
aplicacion se registrd el mayor promedio 12,2 mm y para el periodo de la tercera
aplicacion (02-16 de Mayo) se registré6 menos lluvias por lo que el promedio solo fue de
6,41 mm.

1. A. Aguilar. Catedratico de estadistica de la Universidad de EI Salvador, comunicacion personal, 103
25 de noviembre de 2017.



- Humedad relativa.

Los promedios de humedad relativa en los dias de aplicacion y evaluacion del efecto de
los inoculos, efectuadas entre los meses de abril a mayo de 2017 se muestran en la

figura 49.
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Figura 49. Promedios de humedad relativa registrada durante las aplicaciones de los inéculos en los

meses de abril a mayo de 2017.

En la figura 49 se visualiza que la humedad relativa durante el periodo de muestreo fue
aumentando, ya que para el periodo de la primera aplicacion de los in6culos (02-16 de
abril) se registr6 una humedad relativa de 64,93% pero para el periodo de la tercera
aplicacion (02-16 de mayo) se registrd la mayor humedad relativa del tiempo de

muestreo 78,53%.

- Temperatura.

Los promedios de temperatura en los dias de aplicacién y evaluacién del efecto de los
indculos, efectuadas entre los meses de abril a mayo de 2017 se muestran en la figura
50.
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Figura 50. Promedios de temperatura registrada durante las aplicaciones de los in6culos en los meses de

abril a mayo de 2017.

En la figura 50 se visualiza que durante el periodo de muestreo la temperatura fue
constante, ya que se registré que durante los 45 dias la temperatura fluctud en el rango
de 25,94 y 24,84, registrandose la menor temperatura en el periodo de la tercera

aplicacion de los indculos (02-16/ de mayo).
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

La roya del café actualmente se controla principalmente a través de la aplicacion de
fungicidas de cobre, el uso de cultivares resistentes y métodos culturales como la
reduccion de la cobertura de sombra. Sin embargo, se ha demostrado que los fungicidas
de cobre aumentan la presencia de los acaros y los minadores de la hoja de café (P.
coffeella) (Eskes et al. 1991), lo que genera preocupaciones sobre sus efectos en la salud
humana (Kanoun-Boulé et al. 2008; Loland y Singh 2004). Asimismo, la contaminacion
del ambiente es inevitable y la creacion de problemas como la resistencia del patdgeno a
los fungicidas y la posible aparicion de plagas secundarias (Gonzélez et al., 1995). De
igual manera, la resistencia genética frente a la patogenicidad de Hemileia vastatrix
sigue siendo actualmente un desafio (Brito et al. 2010) y se ha demostrado que la
reduccion de la cobertura de sombra tiene un fuerte y perjudicial efecto sobre la
biodiversidad (Perfecto et al. 2003).

Por los problemas antes mencionados con los enfoques de control convencionales, ha
habido un interés continuo por otras estrategias de control, una de ellas es el control
bioldgico, el cual segin Baker 1987 permite reducir la densidad o la actividad del
patdgeno, a través de mecanismos producidos por una serie de organismos incluyendo a
la planta misma. Sin embargo para desarrollar un programa satisfactorio de control
bioldgico es necesario el conocimiento de la biologia y las necesidades ecolégicas de
los patogenos y sus enemigos naturales (Forrer 1979), estos ultimos segin Andrews
1992, pueden ser la mejor opcion para ser usados como agente de control bioldgico, si
poseen la capacidad de colonizar y establecerse en la superficie de la hoja. No obstante,
James et al. 2016, opina que los mejores micoparasitantes naturales y de alta
abundancia para el control de la roya del cafeto son Lecanicillium lecanii y
Simplicillium sp, ya que estos hiperparasitan a las pustulas esporuladas o a las

uredosporas maduras aunque no se establecen en el filoplano,

De acuerdo a Jackson (2012) y James et al. 2016, Lecanicillium lecanii es muy
conocido como un atacante de pustulas de roya y un patégeno de insectos plagas del
café pero a pesar de reducir dos plagas del café de una sola vez puede no ser el agente
ideal para el control bioldgico de la roya, ya que implica una cantidad de interacciones
ecologicas complejas, dependientes de factores climéticos; en cambio Simplicillium

lanosoniveum no se ha evaluado su viabilidad para el control de dicha enfermedad y
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hasta el momento solo ha sido reportado por Zare y Gams (2001) y James et al. 2016,
como asociado con royas particularmente con la roya del café. Las caracteristicas
morfolégicas de dichas especies de hongo se asemejan dando como resultado frecuentes
clasificaciones erréneas que suelen ser aclaradas por andlisis filogenéticos moleculares
(Lim et al. 2014). Sin embargo segun Zare y Gams (2001) y Sung et al. 2007,
Simplicillium sp. se puede distinguir de Lecanicillium sp. por sus conidios corto-
elipsoidales y pequefias, ausencia completa de ramificacion verticilada y fialides
individuales que surgen de hifas aéreas postradas. Asi mismo, en esta investigacion se
identificd que Simplicillium lanosoniveum posee células conididgenas largas, estrechas,
no segmentadas, siempre solitarias y no verticiladas, lo que corrobora lo descrito por los
autores antes mencionados quienes también indicaron que Simplicillium lanosoniveum
posee conidios pequefios de un tamafio aproximado de 1,5-3,5 x 07-1,5 um y su forma
es bastante variable desde sud-esféricos, ovales o elipsoidales a sub-cilindricos, lo que
tiene relacion con lo observado en este estudio, puesto que el tamafio promedio de los
conidios obtenido fue de 1.8 um x 1.5 um, ademas se observé una gran variabilidad en

la forma, desde esporas sud-globosa, ovales, elipsoidales hasta sub-cilindricas.

Los hongos entomopatdgenos e hiperparasitos en los ultimos afios se han reproducido
en granos de arroz para la obtencion de esporas a gran escala y asi comercializarlos para
el control de plagas y enfermedades respectivamente (Tanada y Kaya 1993;
Khachatourians et al. 2002). Uno de los hongos que sea reproducido en arroz es L.
lecanii y de acuerdo a Cortez (2007) la produccion conidial por gramo ronda los 265.4
+1 x 10° conidios, lo cual difiere con lo expuesto por Cuellar 2006, quien indicé que en
el medio solido arroz precocido solo obtuvo desarrollé de micelio sin produccién de
conidios pero en fermentadores con melaza y levadura obtuvo concentraciones entre
11.2x10° y 1.8x10° conidios/ml. En cambio, en el presente ensayo, se llevé a cabo
exitosamente la reproduccion masiva de Simplicillium lanosoniveum en arroz precocido
para la aplicacion a plantas de café infectadas con roya, se obtuvo una produccion
conidial de 2.4x10" conidios por mililitro para la dosis de 18 gramos de arroz
inoculados por litro de agua y de 3.21x10’ conidios por mililitro para la dosis de 30
gramos por litro de agua. Por lo tanto, se deduce que la produccién de S. lanosoniveum
en arroz es posible pero debe buscarse otros tipos de medio que permitan mayor

estimulacion para la produccién de conidios.
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Cuellar (2006), realizé una evaluacion de la eficacia de Lecanicillium lecanii como
hiperparasito de la roya en cuatro fincas cafetaleras de El Salvador, de acuerdo a los
resultados indicd que la enfermedad se redujo un 44.63% a los 15 dias de la aplicacion
manual; es decir, el nUmero de pustulas disminuy6 de 390 a 174, las cuales estaban
distribuidas en 122 hojas. Al comparar los resultados con los de esta investigacion se
puede observar la efectividad de Simplicillium lanosoniveum como controlador de la
roya del cafeto, ya que en el tratamiento uno el nimero de pustulas se redujo de 4235 a
989, las cuales estaban distribuidas en 150 hojas, lo que indica que la enfermedad
disminuy6 un 70% Yy en el tratamiento dos el nimero de pustulas disminuyé de 3925 a
341, por lo que se concluy6 que la enfermedad se redujo en un 89%, esto en un periodo
de 45 dias y tres aplicaciones con bomba de mochila.

En el presente estudio se rechazd la hip6tesis nula y se acepto6 la hipdtesis alternativa
debido que el andlisis de varianza demostré que luego de cuarenta y cinco dias y tres
aplicaciones existen diferencias significativas entre los tratamientos, puesto que los
datos obtenidos mostraron que el tratamiento dos presentd el mejor control de roya
reduciendo el porcentaje de incidencia de 30,45% a 6,85%, el porcentaje de severidad
de 38,8% a 5,8% y el promedio de nimero de pustulas de 8,72 a 0,76; a diferencia del
tratamiento uno que mostrd una reduccién de la enfermedad pero menor que la del
tratamiento dos, ya que el porcentaje de incidencia se redujo de 32,35 % a 20,41%, el
promedio de numero de pustulas de 9,41 a 2,2 y el porcentaje de severidad de 41,6% a
12,83%

Monzon (1997) y Cuellar (2006), exponen que el micelio de L. lecanii se observa en las
pustulas de roya a los diez dias después de la aplicacion pero estas son completamente
colonizadas a los 15 dias, lo cual coincide con el periodo de colonizacion de S.
lanosoniveum observado en este ensayo, en donde se evidencio que el micelio blanco
caracteristico de S. lanosoniveum comienza a desarrollarse levemente sobre el centro o
alrededores de las pustulas de roya después de los 10 dias de la aplicacion, a los trece
dias de la aspersion el micelio cubre alrededor del 40% al 50 % de la pustula y la
colonizacion completa 0 a un 90% se observa a los 15 dias posteriores a la inoculacion.
Asi mismo, segin Vélez (1991) L. lecanii se caracteriza por dejar el tejido vegetal
necrotico donde se encuentra la pustula, lo que difiere con lo observado en este ensayo

para S. lanosoniveum, el cual no deja necrosis en la hoja de café y esto de cierta manera
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lo corrobora el estudio de Ward (2011), el cual menciona que S. lanosoniveum no deja

necrosis en la hoja de soja cuando parasita a P. pachyrhizi.

Por lo tanto, se evidencia mediante los datos obtenidos que Simplicillium lanosoniveum
es una alternativa de hiperparasitismo de la roya del café, porque a pesar que el ensayo
se realizd en una época (abril-mayo) no favorable al desarrollo de este tipo de
microorganismos, por la poca o nula presencia de lluvias, se logré controlar la
enfermedad en un porcentaje elevado. Tomando en cuenta también que la roya tuvo un
comportamiento muy severo mostrando porcentajes de incidencia y severidad bastante
altos y dificiles de controlar, debido posiblemente a que el cultivo se encontraba en
condiciones no favorables como: plantas de café no podadas por varios afios y que sobre
pasan los 25 afos, excesiva sombra, no fertilizado y poco o nulo control sobre plagas y

enfermedades.
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VIl. CONCLUSIONES

> La presente investigacion es el primer estudio en El Salvador enfocado en la
caracterizacion morfolégica de Simplicillium lanosoniveum como parte de la
micobiota del pais y su evaluacion en condiciones de campo como controlador

bioldgico de la roya del cafeto.

» El hongo hiperparasito Simplicillium lanosoniveum se encuentra presente como un
agente de control biolégico natural de la roya en la zona cafetalera de Concepcion
de Ataco; debido a que la temperatura y humedad del lugar alcanza niveles 6ptimos
durante el dia y la noche que permiten el desarrolle del mismo, ademas su
crecimiento se ve favorecido por la proteccion que brindan estos agroecosistemas

contra la radiacion solar.

» De acuerdo a los resultados se concluye que Simplicillium lanosoniveum se puede
aislar directamente de las pustulas esporuladas de H. vastatrix en época lluviosa, ya

que se caracteriza por desarrollar su micelio blanco tipico sobre estas.

» El hongo filamentoso Simplicillium lanosoniveum se puede aislar y purificar
perfectamente en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) y reproducirse en

medio de cultivo sélido arroz precocido en un periodo de 18 dias.

» La metodologia empleada en este estudio para la reproduccion de esporas de
Simplicillium lanosoniveum en arroz precocido es una nueva alternativa eficaz que
permite que el hongo se desarrolle sobre el medio en el mismo periodo de tiempo y

evita la contaminacién por bacterias.

» En esta investigacion se logro reproducir efectivamente en arroz precocido la cepa
de Simplicillium lanosoniveum, pues se alcanzaron promedios de concentraciones de
2.4x10" conidios/ml para la dosis de dieciocho gramos de arroz inoculados por litro
de agua y de 3.21x10’ conidios/ml para la dosis de 30 gr./lt de agua; por lo que se
concluye que es una técnica de produccion de esporas sencilla, rapida, efectiva y

viable hasta por un periodo de 5 meses a una temperatura de 4 °C.
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De acuerdo a lo observado en este estudio los conidios de Simplicillium
lanosoniveum se caracterizan por tener formas muy variables, desde esféricas hasta
ovoides, y por ser bastante pequefias ya que el promedio del tamafio de las esporas

medidas fue de 1.8 um de largo y 1.5 pum de ancho.

La metodologia utilizada en este estudio para medir el aumento o reduccion de la
severidad e incidencia de roya en las parcelas evaluadas permitio asegurar la

efectividad del hiperparasito en el campo.

El efecto positivo del control de roya con el uso de Simplicillium lanosoniveum se
evidencio en la reduccion de severidad e incidencia en un periodo de cuarenta y
cinco dias. En el tratamiento uno la severidad de la roya se redujo un 28,77% y la
incidencia un 11,94%, de igual manera en el tratamiento dos hubo una reduccion en
la severidad de 33% y en la incidencia de 23,60%; en cambio en el testigo a
diferencia de los tratamientos se observd un incremento de 4,67% en severidad y un

3,29% en incidencia.

Se concluye que el tratamiento dos resultdé ser mas eficaz para el control de la roya
del café que el tratamiento uno debido a que mantuvo el nivel de severidad de roya
mas bajo hasta los cuarenta y cinco dias; esto se reflejé en el promedio de nimero
de pastulas por hoja evaluada, el cual se redujo en el tratamiento dos de 8,72 a 0,76

y en el tratamiento uno de 9,41 a 2,2.

Los datos finales de esta investigacion indicaron que la enfermedad con la accion
del hiperparasito disminuyd un 70% en las plantas del tratamiento uno y en las del
tratamiento dos disminuy6 un 89%, lo cual determina la eficacia del hongo nativo
Simplicillium lanosoniveum para poder ser considerado como estrategia dentro del
manejo integrado de la roya del cafeto cuando las pustulas se encuentren en su etapa

de madurez y bajo condiciones éptimas de humedad y temperatura.

Tomando en consideracion las hipotesis de esta investigacion se acepta la hipotesis
alternativa porque el andlisis de varianza demostro que existen diferencias
significativas entre los tratamientos, debido a que el nimero de hojas con pustulas y
el nimero de pustulas en cada hoja de las plantas de cafeto del tratamiento dos es
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menor al del tratamiento uno, lo cual indica que existe una relacion entre la cantidad

de in6culo asperjado y la disminucion de severidad de roya.

El hiperparasito Simplicillium lanosoniveum como parte del manejo integral de la
roya del café es importante aplicarlo a principios de la infeccién cuando no sobre

pase una incidencia mayor al 10%.

Los resultados obtenidos permiten establecer que el tiempo en que Simplicillium

lanosoniveum cubre de micelio a las pustulas de Hemileia vastatrix es de 15 dias.

En esta investigacion no se establecié una relacion entre el comportamiento de la
enfermedad (incidencia y severidad) y los factores climaticos (precipitacion,
humedad relativa y temperatura) debido a que es necesario analizar el efecto del

hiperparasito en ambas épocas del afio.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que
Simplicillium lanosoniveum es una nueva alternativa bioldgica capaz de controlar la
roya eficazmente y asi contribuir al mejoramiento de la problemética mas grande

gue enfrenta la caficultura salvadorefia.
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VIiIl. RECOMENDACIONES

Simplicillium lanosoniveum se encuentra en forma natural parasitando a la roya del
cafeto, por lo que se recomienda realizar méas aislamientos de micelios existentes en
pustulas y evaluarlos mediante ensayos de campo Yy laboratorio, determinando asi la

efectividad de hiperparasitismo que presenten.

La colecta de Simplicillium lanosoniveum u otro hiperparasito se debe realizar en el
brote de roya de la época lluviosa, debido a que estas condiciones de humedad les

favorece a su desarrollo.

Se recomienda siempre identificar hasta especie los microorganismos evaluados

como hiperparasitos de la roya para asi contribuir al enriquecimiento de la ciencia.

En proximos estudios probar otros métodos de reproduccion de Simplicillium
lanosoniveum para determinar que método es mas eficaz y factible en cuanto a

produccién de esporas.

De acuerdo a los resultados de esta investigacion se recomienda incluir al hongo
Simplicillium lanosoniveum como parte del manejo integrado de la roya del cafeto
combinado con practicas culturales y con el hiperparasito Trichoderma harzianum,
ya que este ultimo actta como preventivo debido a ocupa a la hoja de cafeto como

hospedero eliminando asi al fitopatdgeno en cuestidn desde la etapa de infeccion.

La aplicacion de Simplicillium lanosoniveum para el control de la roya del café debe
realizarse cuando se produce la infeccidn inicial y debe asperjarse de preferencia por

la tarde a partir de las diecis€is horas.

En futuros estudios comparar, en condiciones de campo, la eficacia para controlar la
roya de Simplicillium lanosoniveum con otras especies antagénicas y productos

quimicos.
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Realizar estudios enfocados en el monitoreo de la eficacia de Simplicillium
lanosoniveum en brotes de roya de época seca y lluviosa, esto debido al caracter
policiclico y bianual de la roya, determinando asi el efecto de factores climéaticos

sobre la colonizacién de la roya por dicho hiperparasito.

Evaluar y describir el mecanismo o proceso de colonizacion de las uredosporas de
Hemileia vastatrix por el hiperparasito Simplicillium lanosoniveum a través de la

técnica de micrografia.

Estudiar la fisiologia de Simplicillium lanosoniveum para poder describir con mayor
exactitud la coevolucion que existe entre dicho microorganismo y Hemileia

vastatrix.

Tomar en cuenta los problemas sociales de la comunidad donde se establezca el

area de estudio para evitar posibles riesgos y atrasos en la investigacion.
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X ANEXOS

GLOSARIO.

Células conididégenas o Fialides: célula terminal del coniodioforo y productora de
conidios, en forma de botella que se une por su base en la métula y la cual constituye el

soporte de los conidios (Rey et al. 2007).

Conidio: espora de origen asexual formada en células conididégenas (Barreno y Pérez
2003).

Control bioldgico: consiste en el uso de uno o mas organismos benéficos (enemigos
naturales) para reducir la densidad de una planta o animal que causa dafio al hombre
(plagas) (DeBach, 1964).

Espora: celula generativa que reproduce nuevos individuos sin necesidad de fusionarse
(Barreno y Pérez 2003).

Esporulacion: accion o efecto de producir esporas (Rey et al. 2007).

Filoplano: microambiente en la superficie foliar esta formado por microorganismos que
pueden ser considerados antagonicos a fitopatdgenos o inductores de mecanismos de
defensa intrinseca de la planta. Esta zona varia en cuanto a cantidades de exudados y
estabilidad ambiental, y por tanto, en su capacidad para hospedar organismos
biocontroladores (Arauz 1998).

Fitoparasito: organismo que durante toda su vida o una parte de su ciclo bioldgico, se

alimenta a expensas de vegetales (Rey et al. 2007).

Fitopatogeno: microorganismos que dafian o causan enfermedades a las plantas (Rey et
al. 2007).

Halo: capa gelatinosa y transparente, de mayor o menor grosor que rodea el episporio
(Barreno y Pérez 2003).

Hifa: filamento microscépico pluricelular del micobionte que unido con otros
filamentos forma el cuerpo vegetativo de los hongos llamado micelio (Barreno y Pérez
2003).
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Hiperparasito: organismo parasito que vive sobre un hospedero y que a su vez parasita
a otra especie. Los hiperparasitoides son a menudo obligados, es decir que se
desarrollan necesariamente a partir de un parasitoide. Pero, pueden también ser
facultativos, cuando su desarrollo tiene lugar tanto sobre una especie parasitoide como

sobre una especie libre (Pintureau 2009).

Hongo antagonista: organismo heterotrofo (falta de fotosintesis) que posee celulas
quitinizadas normalmente no moviles y que se caracteriza por su escasa toxicidad sobre
otros organismos del ambiente, por su actitud para ser tratado industrialmente y ser

comercializado como un insecticida (Campo 2012).

Hongo filamentoso: son microorganismos eucariéticos, aerobios facultativos que se
reproducen de manera natural por esporas, sexual o asexualmente (Vargas y Villamizar
2005).

Inoculacion: transferencia de un patdgeno a su planta hospedante o a un érgano de ella
(Rey et al. 2007).

Micoparasito: hongo que parasita a otro hongo (Finch et al. 2007).

Patogeno: hongo que vive sobre vegetales o animales, produciéndole enfermedades o

incluso la muerte (Rey et al. 2007).

Pustula: pequefia ampolla epidérmica que se forma por fructificaciones de hongos,
como los Uredinales, o por las lesiones que estos originan en los tejidos epidérmicos de
las hojas. Al desarrollarse la pustula, se rompe la epidermis y las esporas quedan en

contacto directo con el exterior (Rey et al. 2007).

Soro: acimulo 0 masas de esporas en vias de expulsidn, como en los hongos Uredinales

causantes de royas y tizones (Rey et al. 2007).

Uredospora: espora binucleada que se forma en los uredosoros de los hongos del grupo
de las royas (Uredinales), capaz de reinfectar al hospedante sobre la cual se origind
(Rey et al. 2007).

Anexo 1. Recopilacién de definiciones de palabras claves en el texto.
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Anexo 2. Fotografias que muestran la diferencia del desarrollo de L. lecanii y S. lanosoniveum sobre las
pustulas de roya. A) L. lecanii forma necrosis en el tejido vegetal, tomada por el técnico de PROCAFE
German Mejia 2004. B) S. lanosoniveum colonizando una pustula de roya sin formar necrosis en el tejido

vegetal, tomada por Bianca Rosales y Otto Amaya 2017.

Elmicroorganismo debe encontrarse asociado consistentemente
con lasplantasafectadas porla enfermedad.

Reaislamiento del microorganismo de las plantas Lainoculaciondeplantassanasconelmicroorganismo en
inoculadasy comprohacion de que sus caracteristicas son cultivo puro debe reproducirlos sintomas caracteristicos
idénticasa lasdel original. de la enfermedad.

Anexo 3. Esquema sobre los Postulados de Koch.
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Anexo 4. Proceso de recoleccion de muestras foliares con el hiperparasito S. lanosoniveum cubriendo

pustulas de roya.

Anexo 5. Proceso de preparacion de los indculos de S. lanosoniveum aplicados a las plantas de café

infectadas.
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Tratamiento: Repeticion:

N° de
planta
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
.. 50
Anexo 6. Formato para evaluacion de incidencia de roya por estrato en cada planta.
N° de Planta Estrato
1
2....50

Anexo 7. Formato para evaluacion de severidad de roya por nimero de pustulas y porcentaje de dafio en
cada hoja seleccionada.
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Anexo 8. Seleccion de plantas, ramas y hojas evaluadas para la determinacién de la incidencia y

I Preparacion de medio de cultivo PDA. I | Desinfeccion del material vegetal. | | Obtencion de la cepa . lanosoniveum. |

severidad de roya.

I Cepa pura de S. lanosoniveunt

Aislamiento de la cepa S. lanosoniveunt

Anexo 9. Proceso de aislamiento y purificacién de S. lanosoniveum en medio de cultivo PDA.
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Anexo 10. Identificacion del hongo Simplicillium lanosoniveum a través de un microscopio de campo

claro.

Pesado de losgranosde arroz precocido. Humedecimiento de los granosde arroz con agua destilada.

Colado del arroz. Disolucién del antibidtico en el preparado.

Secado del arroz en papel toalla. Sellado de lasbolsaspara autoclavar.

Anexo 11. Proceso de preparacion del arroz para la produccion de esporas de S. lanosoniveum.
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Inoculacion del arroz con el hongo S. lanosoniveun.

Raspado del hongo v la disolucion en agua
destilada estéril.

Sellado con grapas de lasholsasinoculadas.

Anexo 12. Proceso de inoculacion del arroz para la produccion de esporas de S. lanosoniveum.

Pesado del arroz inoculado con el hongo S. lanosoniveum.

Desprendimiento de lasesporasde
S. lanosoniveum de los granosde arroz.

Observacion de lasesporasde S. lanosoniveum en caimara de neubauer.

Anexo 13. Procedimiento de la suspension de esporas de S. lanosoniveum para el conteo en la camara de
neubauer.

139



aplicadas a la Fitoproteccién

: Laboratoriode "
b iehac v Gant de Snvestigacionas ;(b:lfcaat: ;:;:ulares T P 5 -}»
COSTA RICA en Proteccion de Cultivos :

29 de marzo 2017
TM-451A

Sria. Bianca Rosales.
El Salvador.
Caracteristicas de la muestra:
Génerolespecie/variedad: hongos
Recolectada por: se ignora
Parte (s) de la planta analizadas: no aplica/aislamientos
Sintomas: se ignoran
Clausula: ninguna
El andlisis del ADN se realiz6 a partir de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés). Se utilizaron cebadores universales de la region nibosomal del ITS. Los resultados fueron
confirados mediante electroforesis en gel de agarosa (0.8%). La secuenciacion se realizd mediante

producto de PCR purificado a una concentracion de 50 ng/l. Los resultados pueden ser enviados como
archivos adjuntos al correo electronico si son solicitados, incluyendo los cromatogramas.

Los resultados segin el BLAST (GenBank-NCBI) muestran el siguiente resultado:

ID: Branca Otfo, para un fotal de 800 bases analizadas, 593 corresponden a un 99% de similitud con
muestras de Simplicillium lanosoniveum (nimero de accesion KT878334.1).

Atentamente,

Anexo 14. Informe de analisis de ITS (espaciadores internos transcritos) emitido por el Laboratorio de

Técnicas Moleculares Aplicadas a la Fitoproteccion de la UCR.
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Anexo 15. Amplificacién del ADN ribosomal con el cebador 4.
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Anexo 16. Amplificacion del ADN ribosomal con el cebador 5.
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Porcentajes de incidencia de rova del tratamiento de 900 gr de arroz inoculados con 5.
lanosonivenum.
N de Dia 0 Dials | Dia30 | Diad45 | N°de | Dia0 | Dial5 | Dia30 | Diad45
planta planta

1 2444 2444 24.44 24.44 16 32,33 32,33 2041 26,47

2 25,00 25,00 25,00 25,00 27 32,43 32,43 3243 2073

3 25,00 25,00 25,00 19,44 18 33,33 33,33 33,33 33,33

4 25,00 25,00 25,00 2222 29 33,33 33.33 33,33 27,78

5 25,64 25,64 25.64 20,51 30 33,33 33,33 31,43 10,44

6 251 251 23,71 20,00 31 3421 34,21 34,21 28,03

7 23,71 23,71 25,71 17.14 32 34,21 34,21 32,43 28,03

] 25,71 25,71 25,71 22,86 33 34,38 34.38 34,38 21,88

9 26,32 26,32 26.32 26,32 34 34,38 34,38 34,38 28,13
10 27.03 27.03 27.03 2432 3s 34,38 34,38 34,38 31,25
11 28,57 28,57 28,57 28,57 36 35,14 35,14 35,14 2073
12 28,57 28,57 28,57 22.86 37 33,00 35,00 35,00 33,33
13 2941 2941 280,41 290,41 38 36,11 36,11 36,11 25,71
14 2941 2941 2041 14,71 39 36,36 36,36 36,36 30,30
15 2041 2041 2041 26,47 40 36,36 36,36 36,36 30,30
16 2073 2073 20,73 2073 41 36.67 36,67 36,67 28,67
17 30,30 30,30 28.13 21,21 42 36,67 36,67 30,00 23,33
18 30,30 30,30 30,30 21,21 43 37.14 37.14 37,14 3420
19 31,25 31,25 28.13 25,00 44 37,14 37,14 37.14 3143
20 31,25 31,25 31.25 25,00 45 37.14 37.14 37.14 34,20
21 31,58 31,58 28.95 23.68 46 38.46 38,48 38.46 34 82
22 31,58 31,58 31,58 25,00 47 30,47 41,03 41,03 38,46
23 32,14 32,14 32,14 28,57 48 40,00 40,00 37,83 38,71
24 32,26 32,26 30.00 1935 49 40,00 40,00 40,00 25,71
15 32,35 32,35 32,35 30,30 50 44 83 44 83 44 83 37.03

Anexo 17. Datos de la incidencia de roya registrada en el tratamiento de 900 g de arroz inoculados con el
hiperparasito en estudio.

Porcentajes de incidencia de rova del tratamiento de 1500 gr de arroz inoculados con S.

lanosoniveum.

N°de | Dia0 | Dial5 | Dia30 | Diad5 | N°de | Dia0 | Dial5 | Dia30 | Dia 45

planta planta
1 23,08 23,08 7.30 7.30 26 30,56 | 30,36 16,67 11,11
2 23.68 23,68 7.80 0.00 27 30,56 | 30,36 10,44 10.81
3 24,32 24,32 10,81 5.4 28 30,56 | 30,36 16,67 11,11
4 2571 2571 11,43 5,71 29 30,56 30,56 16,67 8.33
5 2571 2571 8,37 571 30 3125 | 3123 13,63 .38
[ 2571 2571 1420 2.86 3l 3143 | 3143 20,00 837
I 2571 2571 14,20 5,71 a1 3143 31,43 14,20 8,57
8 26,32 26,32 10,00 5.00 33 143 | 3143 17.14 5.71
9 26.32 26.32 21.05 5.26 34 312,14 | 32,14 1420 10,71
10 26.47 26.47 17.63 g.82 s 3226 | 3226 22,58 0.58
11 27.03 27.03 18,02 8.11 36 3235 | 3233 14,71 0.00
12 27.27 27.27 13,13 5.06 37 3333 3333 20,00 10,00
13 27.50 27.50 17.30 5.00 38 3333 | 3333 21.21 12.12
14 27,78 27,78 10,44 8,33 a9 33,33 33,33 18,52 11,11
15 27.78 27.78 5,26 2,63 40 33,33 | 33,33 16,67 11,11
16 27.78 2778 11,11 3.36 41 3420 3420 20,00 11.43
17 2821 28.21 17.83 5.13 12 3448 | 3448 20,62 10,34
18 28.57 28.57 20,00 8.57 43 3514 | 3514 21.62 5.41
19 28,03 28,03 13,16 7,80 44 33,20 35,20 26,47 20,59
20 20,03 20,03 12,80 6,43 45 33,48 | 3348 12,33 6,43
11 20,41 20,41 11,76 8,82 46 33,71 34,48 17.24 6,00
22 20,73 37,03 13,70 5,90 47 35,00 | 33,00 17,95 12,82
23 30,00 30,00 10,00 2,50 48 36,11 36,11 19,44 8,33
24 30,00 30,00 13,33 6,67 49 40,00 | 40,00 36,00 8.00
15 30,23 3023 18.60 13,05 50 42,31 42,31 26,02 11,54

Anexo 18. Datos de la incidencia de roya registrada en el tratamiento de 900 g de arroz inoculados con el
hiperparasito en estudio
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Porcentajes de incidencia de rova del Grupo control - 0 gr de arroz inoculados con 5.

lanosonivenm.

N°de | Dia0O | Dial5 [ Dia30 | Diad45 | N°de | Dia0 | Dial5 | Dia30 | Dia 45

planta planta
1 23,68 23,68 28.05 | 31,38 26 20,41 20,41 38,24 38.24
3 23,81 23,81 26,19 | 26,10 27 20,73 | 2073 33,14 35,14
3 24,32 24,32 27.03 | 28.21 28 30,30 | 30,00 33,00 33,00
4 24,32 24,32 2073 | 2073 29 30,30 | 30,30 36,36 36.36
H 25,00 25,00 27.78 | 27,78 30 30,30 | 3030 30,30 30,30
[} 23,00 23,00 2500 | 23.00 &) 30,36 | 30,36 30,36 30,36
il 23,00 23,00 27.78 | 30.36 a2 30,77 30,77 33,46 41,03
8 23,64 23,64 25,64 | 23,64 33 30,77 | 30,77 38,46 43,30
9 25,71 23,71 28.57 | 2857 34 31,25 | 31,23 31,23 31,23
10 25,71 28,57 34,20 | 37,14 35 31,43 | 3143 31,43 31,43
11 26,32 26,32 26.32 | 26.32 36 31,43 | 3143 34,20 37.14
12 26,32 26,32 31,38 | 31,38 37 31,43 31,43 3714 40,00
13 26,83 26,83 30,23 | 30723 38 31,3 31,38 34,21 36,84
14 27,27 27.27 28,57 | 28,57 39 31,3 31,38 31,38 31,58
15 27.27 27.27 30,30 | 30,30 40 32,35 | 3233 33,20 33,20
16 27.50 27.50 30,00 | 35.00 41 312,43 31243 3243 32,43
17 28.13 28,13 31,25 | 3123 42 32,50 | 3230 32,50 33,00
18 28,13 28,13 31,25 | 34,38 43 33,33 | 3333 33,33 33,33
19 28.21 28.21 30,77 | 33,33 4 34,20 | 3420 34,20 34,20
20 28,37 28,37 311,43 | 3420 45 3348 | 3348 38,71 38.71
21 28,37 28,37 28,57 | 3143 46 36,11 36,11 36,11 38,80
22 28,37 28,57 34,20 | 34,20 47 36,11 36,11 34,584 36,84
23 28,03 28,03 2885 | 31,38 48 37,03 | 3703 37,03 37.03
24 28,93 2073 3784 | 37.84 49 38,46 33,46 38,46 38,46
25 2041 2041 2041 [ 2041 50 4231 | 423 42,31 42,31

Anexo 19. Datos de la incidencia de roya registrada en el grupo control.

Promedios de severidad de rova del tratamiento de 900 gr de arroz inoculados conm S.
lanosonivenm.
N°de | Dia0O | Dial5 | Dia30 | Dia45 | N°de | Dia0 | Dial3 | Dia30 | Dia 45
planta planta

1 8.11 6,80 3,33 1,36 26 .22 8.11 467 2.11
] 10,78 222 478 2.33 27 12,22 .56 567 3.00
3 8,22 7.22 4.00 1,78 28 8,80 7.33 3,11 2,22
4 7.44 6,44 322 1.67 29 11.56 8.11 5.00 2.78
3 0,33 7.67 411 2,56 30 10,11 7.67 3,00 2,36
[ 10,67 8,78 3.11 2.67 31 11.67 2,78 3.56 2.78
1 6.56 5,44 2,80 1,44 32 7.00 5,44 2.67 1,00
§ 10,88 .11 3,22 2,80 33 3,44 4,36 2,56 1,00
2 10,78 8.78 5,44 3,44 34 6,67 478 2,33 0,67
10 10,33 0.00 4.78 2,22 35 10,11 §.22 422 2,00
11 12,67 10,11 3,80 3,80 36 8,78 5.80 3,56 1,36
2 6,22 5.78 322 2.11 37 10,00 8.00 5,33 2.56
13 8,56 7.33 3,67 2,33 38 13,44 11,00 522 2,80
14 10,11 8.67 3.11 2.56 39 10,11 8,78 3.11 2,80
15 036 7.00 422 2,00 40 2,36 8.00 4,78 2,67
16 080 8.36 4.67 2,11 41 8,80 7.78 411 1,11
17 7.56 6.00 3,56 1,22 41 10,33 2,33 522 2,56
18 11,00 8,78 480 2,80 43 7.78 6,00 3,22 1,80
19 8.67 7.22 411 2.00 44 7.44 6.00 3 44 2.00
20 7.80 6,00 3,67 2,44 45 13,78 11,33 5,44 344
21 6,44 4.67 2,80 1,00 46 5,78 5,78 3,00 1,67
22 7.00 3,80 3,11 1,78 47 12,33 0,80 35,11 2,67
23 11,11 03¢ 3,44 2,56 18 5,22 444 2,33 1,44
24 8.44 6,78 3,56 1.78 49 12,11 10,33 3,44 2.67
15 13.00 10.33 .44 3,67 50 g.80 .78 3.33 0,80

Anexo 20. Datos de la severidad de roya registrada en el tratamiento de 900 g de arroz inoculados con el
hiperparasito en estudio.
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Promedios de severidad de rova del tratamiento de 1500 gr de arroz inoculados con §.

lanosonivenm.

Node | Dia0 | Dial5 | Dia30 | Diad45 | N°de | Dia0 | Dial5 | Dia30 | Dia 45

planta planta
1 8,333 6.36 2.00 0.78 26 8,336 6,80 2.67 0,80
2 9222 7.11 2.2 0,67 27 9,336 7.44 2.44 0,78
3 7.667 3,67 2,36 1,00 18 10,78 8,00 2,36 1,33
4 12,33 .57 311 1,33 29 6,667 3,36 1,44 0,00
3 8.111 5,78 1.33 0,80 a0 7 6.22 1.44 0,33
[ 8,333 6.11 1,33 0.36 il 11,56 .78 2.44 1.00
1 10,36 7.80 2.00 1.00 32 5.778 5,33 1.33 0,80
8 11.67 3,80 2,11 1.00 a3 7.356 3,36 1,80 0,39
9 g 3,11 0,58 0,58 3 0,778 7.36 211 0,67
10 7.667 5,56 1,22 0,36 a5 6,444 5,11 1.00 0,78
11 8,880 7.00 1.67 0,44 36 12,11 8,78 2,00 1.00
12 0,880 7.67 2,00 1,00 37 5,333 3,78 0,78 0,33
13 8,778 6.11 1.33 1.11 38 8222 .22 1.44 0,67
14 7 311 1.22 0.33 39 8 6.11 1.11 0.44
15 10,33 7.67 1,78 0,44 40 0111 6,67 1,78 0,33
16 8,536 6,44 2,00 1.00 41 10,67 8,22 2,22 0,67
17 6.78 2.00 1.00 42 5,333 3,78 1.44 0.44
18 5,22 1,22 0.44 43 8,444 6,36 2.44 1.36
19 6,00 1,50 0.67 4 7.222 5.11 2,00 0,78
20 3,11 2,22 1,22 45 3,44 344 1,22 1,11
21 6,44 2,36 1,00 46 0,333 §,23 2,00 0,39
11 8,78 2,78 0,36 47 0,111 6,44 1.56 0,78
23 7 433 0,80 0,00 48 | 6,33 1,44 0,50
24 0,880 5,00 1,33 0,89 49 11,22 8,11 2,00 0,67
25 2778 7.11 1.78 0.33 50 12.80 8.78 1.56 0.67

Anexo 21. Datos de la severidad de roya registrada en el tratamiento de 1500 gr de arroz inoculados con

el hiperparasito en estudio.

Promedios de severidad rova del grupo control - 0 gr de arroz inoculados con S. lanosenivenm.

N de Dia 0 Dia 15 Dia 30 | Dia 45 | N de Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45

planta planta
1 7,67 7,78 822 g7 | 26 5,11 9,44 959 | 1032
2 9,78 10,33 10,56 10,82 27 9,33 9,56 9,89 10,23
3 7.67 7,78 8,33 567 | 28 11,89 12,33 12,59 13,33
4 5,00 5,00 5,44 5,78 29 6,59 6,59 7,56 7,78
2 5,22 5,33 5,78 6,00 a0 6,67 6,75 7,56 7,78
6 3,36 1000| 1044| 1035 3 12,00 12,44 12,59 13,33
Z 7,67 7,69 8,33 8,56 a2 567 5,78 6,22 6,56
8 5,78 5,88 5,22 567 | 33 5,57 6,59 7.56 7,59
2 11,78 12,11 12,78 13,11 34 6,78 6,89 7,44 7,78
10 5,89 6,22 6,56 g78| 35 5,33 5,33 5,78 6,11
11 9,89 10,33 10,89 11,33 36 7,33 7,56 7,89 8,22
12 5,22 6,33 6,75 7,00 a7 7,78 811 5,44 5,89
13 5,11 5,33 5,78 go0| 38 5,78 7,00 7,56 7,78
14 9,78 10,22 10,56 10,82 a9 7,00 7,21 7,67 811
15 5,89 7,22 7.44 76| 40 5,78 7,11 7,67 7,89
16 10,33 10,62 11,44 11,82 41 9,89 10,22 10,78 11,23
17 8,22 £33 9,11 9,33 42 £,00 £33 §,76 911
18 10,00 1044| 1100| 1143 43 §,00 6,22 6,56 5,67
19 6,56 6,78 7.33 7.78 H 7,56 7,89 £33 867
20 8,78 9,11 9,44 gge| 45 711 7,33 7,78 8,00
21 8,00 5,22 8,67 9,00 46 10,44 10,89 11,67 12,11
22 8,44 8,67 9,22 9,67 47 7,00 7,33 7,78 §,22
23 6,78 7,00 7,67 780 | 48 9,22 9,67 10,33 10,67
24 11,00 11,44 12,22 12,67 49 7,00 711 7,56 767
25 6.78 7.22 7.44 778 | S0 8.22 8.33 8.78 9,33

Anexo 22. Datos de la severidad de roya registrada en el grupo control.
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