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Resumen

Se realizd la caracterizacion morfologica de F. moniliforme causante de la
marchitez vascular de cafetos y se describio la sintomatologia que causa en
plantas de café de diferentes etapas de desarrollo. El trabajo se dividio en 3
fases: en la primera se hicieron visitas de campo para recolectar material. Las
fincas visitadas fueron: Flor amarilla, Osorio y campanario A y B ubicadas en el
canton flor amarilla del municipio de Santa Ana. Los sintomas observados
fueron los siguientes: plantas con pocas hojas de color amarillo, ramas con
partes secas y otras verdes. Al efectuar raspados en la corteza se observaron
franjas de color morado que recorrian parte del tallo. En cortes transversales se
observo parte del sistema vascular afectado de color morado oscuro y raices
podridas. La segunda fase se llevd a cabo en el laboratorio de proteccion
vegetal en las oficinas centrales de la Fundaciobn Salvadorefia para
Investigaciones del Café (PROCAFE). Se aisldo y purifico cepas de F.
moniliforme en medio PDA. En el medio de cultivo el fondo de la colonia fue de
color morado vinaceo, con aspecto algodonoso, micelio tipo rastrero. La colonia
tenia forma irregular con contorno ovalado y de color morado lila oscuro muy
parecido al que se observd en campo. Tercera fase, se realizd6 en el
invernadero de las oficinas centrales de PROCAFE. Se instalaron 5 ensayos
separados que consistieron en inoculaciéon de F. moniliforme en macetas
donde se sembraron semillas, plantulas en estado de concha, plantulas de 3
meses, plantas de 6 meses y 12 meses respectivamente. La duracion de los
experimentos fue de 4 meses pero se tomaron datos cada 2 dias de acuerdo al
estado de desarrollo. Los resultados obtenidos demostraron: las semillas no
germinaron y se tornaron de color morado, al hacer reaislamientos presento
colonias tipicas de F. moniliforme. Las plantulas concha y naranjito mostraron
sintomas a los 21 y 27 dias respectivamente, los cuales fueron: manchas de
color café en hojas cotiledonales y verdaderas, ennegrecimiento vy
estrangulamiento de la base del tallo, y anillo color café oscuro. Las plantas de
6 y 12 meses, mostraron sintomas a los 60 dias. Los cuales se presentaron
como aparecimiento de manchas color café y seguido de amarillamente y
marchitez de las hojas.

Palabras clave: Fusarium moniliforme, Procafe, sintomatologia, cafetos, plantulas
de café
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I. Introduccioén.

El café tanto en estado de vivero como en plantaciones ya establecidas, es
susceptible a ataques de plagas y enfermedades que afectan su produccion.
Unos de los patdgenos que causan marchitamiento de cafetos son especies del
hongo de Fusarium, los cuales afectan los tejidos vasculares de las raices,

impidiendo que las plantas absorban agua y nutrientes.

Las enfermedades causadas por Fusarium afectan y ocasionan pérdidas
considerables en la mayoria de las flores y hortalizas, plantas del campo como
el algoddn y el tabaco, asi como plantaciones tales como el platano, café y cafa
(Agrios, 1991).

Gil (1991), citado por Bolafios et al., (2000) indica que la marchitez vascular
causada por Fusarium spp es mas agresiva cuanto mas joven es la planta de
café; causando un 50% de pérdidas en viveros tanto comerciales como
sembrados en las fincas cafetaleras; por lo tanto, al trasplantar estas plantas
contribuyen a la diseminacion de este patégeno a suelos donde han sido

sembradas.

La tarea de caracterizaciébn de un organismo, implica realizar estudios mas
detallados y especificos sobre estos, esta investigacion se realizé bajo criterios
taxondmicos de las especies de Fusarium, empleando guias de identificacion y

clasificacion del mismo (Bolafios, 2000).

La presente investigacion tuvo como objetivos realizar la caracterizacion
morfoloégica de F. moniliforme causante de la “Marchitez vascular’ vy
sintomatologia que produce en distintas etapas de desarrollo del cafeto, la cual
servirh como una herramienta para la implementacion de un programa de
manejo integrado de la enfermedad en futuros planes de prevencion y/o

control, y asi poder disminuir pérdidas econdmicas a los caficultores.



Il. Fundamento tedrico.

2.1 Descripcion del género Fusarium spp.

Las enfermedades causadas por Fusarium afectan y ocasionan pérdidas
considerables en la mayoria de las flores y hortalizas, plantas del campo como
el algoddn y el tabaco, asi como plantaciones tales como el platano, café y

cafa.

Los marchitamientos causados por Fusariumse ven favorecidos ampliamente

por las condiciones ambientales y del suelo de los invernaderos. (Agrios, 1991)

Los sintomas de la enfermedad que provoca Fusarium se manifiestan en
epinastia, obstrucciébn y empardecimiento de los vasos xilémicos, necrosis,

marchitamiento y finalmente, en la muerte de la planta.

La mayor parte de las especies del género Fusarium son hongos que habitan
en el suelo y muchos de ellos pueden ser saprofitos facultativos agresivos.
(Zillinsky, 1984)

El género presenta tres tipos de esporas asexuales: a) Microconias: Agrios
(1991) menciona que son ovales o en forma de rifion, generalmente no
septadas, son las que el hongo produce con mayor frecuencia y abundancia en
todas las condiciones, siendo éstas las Unicas esporas que forma el hongo en el
interior de los vasos xilematicos de las plantas hospederas que ha infectado.Las
microconidias(Figura 1) también son hialinas, de forma fusoide a clavada y
miden 1.5-2.5 x 5-12 micras (Castafio y Mendoza, 1994).

Figura 1. Muestra de microconidias.



b) Macroconidias. Son las esporas tipicas de Fusarium, se agudizan
gradualmente y se encorvan hacia ambos extremos, semejando en
muchos casos una media luna, con un extremo ligeramente curvado
disminuido (Figura 2), aparecen con gran frecuencia sobre la superficie
de plantas que han sido destruidas por el patégeno y por lo comun se
forman en grupos de estructuras en forma de esporodoquio (Agrios,
1991); Andrade (1981) citado por Bolafios et al., (2000) menciona que
las dimensiones pueden variar entre 25 a 66um x 2.3 a 4.3um las que

tienen tres septos y 32 a 68um x 2.8 a 4.5um para las de cinco septos.

Figura 2. Macroconidiade 9septos

c) Células estromaticas dilatadas: Bolafios et al., (2000) menciona que
las clamidosporas estan ausentes, sin embargo presenta células
estromaticas dilatadas que muchas veces son confundidas como
clamidosporas, y son de forma irregularmente globosa con aspecto azul

oscuro dentro de ellas.

Figura 3. Célulasestromaticas dilatadas.



Rivera (1998) citado por Bolafios et al., (2000) menciona que la apariencia del
medio artificial cambia de tonalidad en relacion a la especie de Fusarium
inoculada, tornandose dentro de una gama de colores que van desde blanco
hasta café oscuro, entre seis y nueve dias después de inoculado el hongo, este
logra mayor cantidad de microconidias; y se observa la presencia de estructuras
conocidas como macroconidiéforos donde normalmente se desarrollan las
macroconidias con mayor cantidad de septos que las microconidias y de mayor
tamafio, las agrupaciones de macroconidioforos son denominados
esporodoquios. A partir de los 15 dias se observa la presencia de
clamidosporas, en especial cuando el medio de cultivo es escaso debido a la
agresividad del hongo de invadir rapidamente la placa Petri empleada para el

aislamiento.
2.2 Importancia del género Fusarium spp.

La importancia econdmica de las enfermedades de las plantas debe ser medida
por el dafio que en si ocasionan; asi como por los costos de las medidas
preventivas y curativas de control y por las limitaciones que las enfermedades
imponen en relacion al cultivo de ciertas plantas o de ciertas variedades, en

determinados lugares. (Castafio & Mendoza, 1994)

Con respecto a la mayoria de las hortalizas, la contaminacién por Fusarium se
produce en el campo antes o durante la cosecha, aun cuando la infeccion
pueda desarrollarse durante el almacenamiento de ellas. Las pérdidas son
particularmente considerables en el caso de cultivos tales como el de la papa,

gue son almacenados durante largos periodos. (Agrios, 1991)

Segun Booth (1964) citado por Nelson et al., (1981) indica que en el cafeto la
traqueomicosis (Enfermedad de las plantas producida por hongos que invaden
su sistema vascular o region traqueal, marchitandolas o desecandolas) causa

serias pérdidas en partes de Africa en Coffea libericay C. canephora.



Segun PROCAFE (1997) la enfermedad es muy severa a nivel de vivero ya que
el dafio es irreversible y toda planta infectada generalmente muere en un

periodo promedio de 10 dias, causando pérdidas hasta del 50% en el vivero.
2.3 Base de identificacion de Fusarium moniliforme

En los resultados obtenidos por Bolafios et al., (2000) describen a Fusarium

moniliformede la siguiente forma:
La colonia desarrollada en PDA presenta un color amarillo y rosado.

El crecimiento del hongo sobre la superficie de PDA conteniendo en una caja de
90 milimetros de diametro fue radial cuyo contorno se extendié de forma regular
hasta llenar la caja en un promedio de once dias produciendo micelio

algodonoso afelpado.

Las microconidias presenta una forma fusiforme o clavada las cuales se
muestran en cadenas sobre fialides simples laterales, formadas sobre hifas
aéreas, apareciendo a los tres dias de repicado, dando un aspecto afelpado a la

colonia,

Las macroconidias son en ambos extremos fusoides, de pared delgada con
una célula apical con punta y pedicelo basal encontrandose hasta siete septos,
se desarrollan sobre conidiéforos formados en ramas laterales sobre las hifas,

Células estromaticas dilatadas son de forma irregularmente globosas con
aspecto azul oscuro dentro de ellas, muchas veces son confundidas como

clamidosporas.



Siendo las dimensiones las siguientes:

Cuadro N° 1. Dimensiones promedio de las conidias de Fusarium moniliforme.

Conidias
# de septos Largo (um) Ancho (um)
0 9.30 3.21
2 33.60 4.50
3 45.20 5.20
4 49.80 4.80
5 52.00 4.80
6 55.20 5.56
7 60.60 5.10

Fialide: Largo: 41.1 um

Fuente: Bolafos et al., (2000)

2.4 Sintomatologia de plantas de cafeto en vivero.

PROCAFE (1997) describe que las plantas de cafeto infectadas por Fusarium,
inicialmente no muestran sintomas visibles de la enfermedad, pero cuando se
hace un corte a lo largo del tallo, se observan bandas finas de color café claro,
gue indica que los vasos conductores estan obstruidos impidiendo la circulacion
de agua y nutrientes, posteriormente causa amarillamiento del follaje y
finalmente su marchitez. En plantulas de cafeto a nivel de vivero, la primera
manifestacion es la flacidez general del follaje (traqueomicosis), iniciando la
marchitez de las hojas en la parte inferior de la planta, poco tiempo después, las

hojas superiores se marchitan e inclinan, dando un aspecto a la planta infectada

de cono invertido.




Las lesiones también aparecen en forma de constricciébn negruzca en el tallo, al
nivel del suelo, en la parte superior de éste y cerca de los cotiledones. A veces,
la enfermedad avanza por la superficie de los cotiledones cerrados o abiertos,
mostrando parches sdlidos de plantillas negras destruidas en el semillero
(ANACAFE, 1998).

2.5 Epidemiologia.

Agrios (1991) menciona que Fusarium produce clamidosporas de pared gruesa
y constituidas por una o dos células, las cuales sobreviven a la sequia y a las
bajas temperaturas. El hongo puede sobrevivir sobre tejidos vegetales muertos
e invernar en forma de micelio o esporas en las semillas, en tejidos muertos o
infectados. Las esporas son facilmente diseminadas por el viento, equipo
agricola, el agua, por contacto, etc., de ahi que el hongo se encuentre en forma

de micelio o esporas en muchos suelos.

La iniciacion de la enfermedad de la marchitez vascular causada por Fusarium
se favorece con una elevada humedad del suelo, que es necesaria para la
germinacion de las esporas y subsiguiente crecimiento del micelio. (Roberts &
Boothroyd, 1972)

Manners (1986), sostiene que la incidencia de varios hongos de la pudricion de
la raiz aumenta en presencia de nematodos fitoparasitos. Por ejemplo,
Fusarium spp, entra con frecuencia a través de las heridas causadas por el
nematodo Meloidogyne spp, es probable que el hongo entre a través de las
heridas causadas por el nematodo y llega al sistema vascular, sin embargo no

hay evidencia directa de este proceso.



[1l.Objetivos.

Objetivo general.

v' Caracterizacion morfolégica de F. moniliforme causante de la
“Marchitez vascular’ y su sintomatologia en diferentes estados de

desarrollo del cafeto en Santa Ana, El Salvador.

Objetivos especificos.

v' Determinar las caracteristicas morfologicas de F. monilifome.

v ldentificar la sintomatologia de la marchitez vascular causada por F.

moniliforme en cafetos de diferentes estados de desarrollo.



V. Metodologia.

4.1 Ubicacion del sitio de estudio.

Esta investigacion se llevo a cabo en tres fases complementarias, en las cuales

se realizaron las siguientes actividades:

Fase de Campo: La colecta de plantas infectadas se realiz6 en las Fincas
Ubicadas en el Beneficio Las Tres Puertas, Municipio de Santa Ana.

Fase de Laboratorio: Las muestras colectadas se llevaron para identificacién
al Laboratorio de Proteccién vegetal en las oficinas centrales de la Fundacién
Salvadorefia para Investigaciones del Café, (PROCAFE), ubicada en la Avenida

Manuel Gallardo y 13 Calle Poniente, Santa Tecla, La Libertad, El Salvador .

Fase de invernadero: Los ensayos se realizaron en el invernadero de las
oficinas centrales de la Fundacién Salvadorefia para Investigaciones del Café,
(PROCAFE), ubicada en la Avenida Manuel Gallardo y 13 Calle Poniente, Santa
Tecla, La Libertad, El Salvador.

Cuadro N° 2. Ubicacion de las Fincas a Muestreadas para la fase de Campo.

Nombre de la Finca | Latitud Norte | Longitud Oeste

Campanario Ay B 13°54.919’ 089°33.823
Flor Amarilla 13°55.049’ 089°34.1271
Osorio 13°56.149’ 089°35.517




Cuadro N° 3. Ubicacion con las coordenadas del sitio de la fase de Laboratorio y de

invernadero.
Lugar Latitud Norte | Longitud Oeste | Altitud (msnm)
Oficinas centrales | 13°40’58.55” 89°17'15.15” 954.97
de la Fundacion

Salvadorefia para
investigaciones del
Café, PROCAFE
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Figura 4. Mapa de la ubicacidon Geografica de las fincas a muestrear, departamento de Santa

Ana. Fl Salvador (Arc.Man ver 9.3. 2009)
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Figura 5. Mapa de la ubicacidbn Geografica de las oficinas centrales de PROCAFE,
departamento de La Libertad, El Salvador (Arc.Map Ver 9.3, 2009)

4.2 Fase de Campo

Se realizaron recorridos en las diferentes fincas, para colectar plantas de cafeto
en estado, adulto que presentaron sintomas caracteristicos de “fusariosis”, tales
como: marchitez y flacidez en la parte aérea de la planta y hojas amarillentas.
Se extrajo la planta de la tierra utilizando pala y piocha, con el cuidado de no
dafar el sistema radicular. Seguidamente se le realizaron raspados con navaja,
a nivel de raiz y tallo para observar posibles lesiones del hongo. Las muestras
colectadas y tomadas como presuntamente afectadas por marchitez vascular
por Fusarium moniliforme se pusieron en papel periédico humedecido y se
colocaron en bolsas plasticas negras. Las cuales posteriormente se trasladaron
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al laboratorio para su aislamiento e identificacion. Se colectaron de una a cinco
muestras por cada finca.

4.3 Fase de Laboratorio

Las muestras de raices y tallos se lavaron con agua corriente para quitar el
exceso de tierra, a continuacion se cortaron en pequefios trozos de
aproximadamente 1 a 2 cm. de longitud; posteriormente se lavaron con agua

destilada para eliminar el exceso de impurezas.

Figura 6. Preparaciones de las muestras a sembrar en medio de cultivo PDA.

4.3.1 Siembra de material vegetal infectado en medio de cultivo PDA
(Papa-Dextrosa-Agar).

Una vez eliminado el exceso de impurezas de las muestras cortadas se

procedio a la desinfeccidn, la cual se realizé de la siguiente forma:
1. Inmersion de las muestras en Alcohol al 90% por 30 segundos,

2. Inmersiéon en agua destilada estéril por 1 minuto. (Para eliminar los residuos

de alcohol).
3. Secado de las muestras en papel toalla estéril.

Posteriormente, las muestras se sembraron en cajas Petri conteniendo medio
de cultivo PDA, (previamente esterilizado en autoclave a 120°C, 15 Ibs de
presién, durante 15 minutos), las cajas Petri fueron selladas con plastico

adhesivo y se colocaron a temperatura ambiente
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Muestras Desinfeccién Lavado en agua
a sembrar en alcohol estéril

Siembra de la Secado de la muestra
miiestra en PDA en papel toalla.

Figura 7. Procedimiento de la siembra de material vegetal infectado en medio de cultivo

DNA

4.3.2 Aislamiento del hongo F. moniliforme.

Pasados de 6 a 9 dias de incubacion, las cajas Petri conteniendo el micelio que
crecieron en éstas, fueron llevadas a una camara de flujo laminar donde con
pinzas estériles se tomo6 una parte del micelio del hongo y se coloc6 en cajas
Petri conteniendo medio de cultivo PDA, luego se sellaron con plastico adhesivo

y se colocaron a temperatura ambiente.
4.3.3 Purificacion de cepas de F. moniliforme.

Pasados de 6 a 9 dias de incubacion, se observo el crecimiento del hongo en
las cajas Petri, y se procedi6 a realizar preparaciones microscépicas para
observar estructuras de reproduccion tales como: Esporodoquio, Conidioforo, y

esporas asexuales (Microconidias, Macroconidias y Clamidosporas).

Posteriormente, con una pinza estéril se tomé parte del micelio aislado, y se
realizaron réplicas en cajas Petri con medio de cultivo PDA, hasta obtener una

cepa pura.
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4.3.4 ldentificacion morfoldgica y crecimiento de Fusarium moniliforme.

Luego de obtener la cepa pura de F. moniliforme, se inicié la identificacién
morfolégica del hongo:

Se tomaron 20 cajas Petri conteniendo medio de cultivo PDA, se dibujé sobre
el envés de cada una de las placas una cruz marcando el centro, con un
plumén de tinta indeleble. Se identific6 cada placa con un namero y se

marcaron cada uno de los cuatro radios con una letra (a b, c, d).

A) Bajo la camara de flujo laminar y con una pinza estéril, se sembrd en
cada una de las 20 cajas ya marcadas, el inoculo de micelio purificado de
F. moniliforme de aproximadamente de 0.5 mm?2.

B) seguidamente se dejo a temperatura ambiente, en un lugar con completa
asepsia.

C) Se incubo el hongo hasta observar un avance definitivo de éste y se
marco el punto de avance sobre los cuatro radios marcados en la placa;
en este momento se dio inicio al estudio de crecimiento.

Se hicieron observaciones cada 48 horas, donde se describieron en una hoja de

registro los siguientes aspectos:

e Color de la colonia: Amarillo y rosado

e Aspecto de la colonia: Algodonosa

e Forma de la colonia: Radial

¢ Ritmo de crecimiento del micelio: Rapido

e Contorno de la colonia: Redondeado

e Tipo de micelio: Algodonoso afelpado

e Coloracion del fondo o revés de la colonia: Color vino

e Medicion de macroconidias y microconidias
Cada 48 horas se marco y midio el incremento del micelio, con una regla

milimétrica, se tomaron los datos hasta cumplir de 12 a 15 dias de desarrollo

micelial. Estas cifras permitieron crear una curva de crecimiento. El ritmo
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promedio de crecimiento se calculé dividiendo el crecimiento total entre el

namero de dias de observacion. (French & Herbert, 1982)

Cada 48 horas se observaron las cajas Petri al estereoscopio con el fin de
observar el momento de formacion de esporas, en ese instante se hicieron

preparaciones al fresco del micelio del hongo.

Se anotaron en la hoja de registro diario cada aspecto sobresaliente de la
colonia desde el momento de esporulacion hasta la formacion de células
estromaticas dilatadas, se tomaron fotografias microscépicas de todas las
estructuras representativas del hongo como: conidias (micro y macroconidias),
conidiéforos, células estroméaticas dilatadas y esporodoquios presentes en cada

una de las muestra.

Para conocer el tamafio del microorganismo, se trabajé en el Laboratorio 3 del
Departamento de Proteccidén Vegetal de la Facultad de Ciencias Agronémicas
donde se calibro el microscopio mediante un micrometro ocular y un micrometro

objetivo.

4.4 Sintomatologia de Fusarium moniliforme en plantas de cafeto Var.

Pacas de diferentes estados de desarrollo.
4.4.1 Fase de invernadero

Con el propdsito de describir la sintomatologia causada por el hongo Fusarium
moniliforme en las plantas de cafeto, se realizaron 5 ensayos, cada uno de
acuerdo a cada estado de desarrollo del cafeto (semilla, concha, plantulas de 3
meses, plantas de 6 meses y plantas de 12 meses de edad).

Las semillas, plantulas y plantas de cafeto que fueron utilizadas en los ensayos
se seleccionaron del vivero ubicado en el Centro Tecnolégico Cafetalero, Finca

San Antonio, Cantén Las Aradas, Carretera hacia Santa Ana.

Para los ensayos 1y 2. Previamente se realizaran los siguientes Pasos:
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Paso 1. Se esterilizo arena en autoclave a 120°C a 15 libras de presion
durante 15 minutos, se dejo enfriar y luego se deposité en 20

macetas limpias de 8 kg de capacidad.

Paso 2. Se tomd una caja Petri conteniendo medio de cultivo PDA, con la cepa
de F. moniliforme de 8 dias de crecimiento. Con un bisturi estéril se
hicieron cortes en forma de cuadros al medio de cultivo.

Convirtiéndose en el Inéculo.

Paso 3. Cinco de las macetas con arena previamente estéril fueroninoculados
con F. moniliforme.El inoculo se coloc6 a 1cm. de profundidad, y se
dejaron reposar durante 7 dias. Las otras 5 macetas sirvieron de

testigo.
Ensayo 1. Efecto de F. moniliforme sobre semillas de cafeto.

Siete dias después de la inoculacion del micelio de F. moniliforme, en la arena,
se sembraron 10 semillas de cafeto Var. Pacas, en cada una de las 10

macetas.

Diariamente se aplicé agua destilada estéril para mantener la humedad y
brindarle condiciones propicias al hongo para lograr la infeccién a la semilla.

El ensayo tuvo una duracién de 2 meses en los cuales se observoé el porcentaje

de germinacién de semillas.

Ensayo 2. Efecto de F. moniliforme en plantulas de cafeto de 2 meses de
edad (estado de concha).

Siete dias después de la inoculacién del micelio de F. moniliformeen la arena,
se sembraron 5 plantulas de cafeto Var. Pacas en estado de concha en cada
una de las 10 macetas.Se aplicé diariamente agua destilada estéril, con el
propasito de ofrecerle condiciones Optimas al hongo para permitir la infeccion a

la plantula de cafeto en estado de concha.
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El ensayo tuvo una duracion de 2 meses en los cuales se observo la

sintomatologia de la plantula.

Ensayo

3. Inoculacién de F. moniliforme en plantulas de cafeto de 3 meses

de edad (naranjito).

Paso 1.

Paso 2.

Paso 3.

Paso 4.

Paso 5.

Paso 6.

Se esterilizo tierra negra (preparada en una mezcla de 70% de suelo
de textura franca y suelta y 30% materia organica descompuesta) en
autoclave a 120°C a 15 libras de presion durante 15 minutos, se dejo

enfriar y se depositdé en 10 macetas con capacidad de 10.5 kg.

Se seleccionaron 50 plantulas de cafeto Var. Pacas en estado de
concha que estuvieran completamente sanas, de las cuales se
sembraron 5 plantulas de cafeto en cada una de las 10 bolsas. Y se
dejaron crecer hasta alcanzar los 3 meses de edad (estado de

naranijito).

Se seleccionaron 2 cajas de Petri con la cepa de F. moniliformede 8
dias de crecimiento, se depositaron en una licuadora con 500 ml. de
agua destilada estéril y se mezclé aproximadamente por 1 minuto.

Posteriormente se deposité en un beaker.

Con un bisturi estéril se les realizo una incision en la parte del cuello a
25 plantulas de cafeto ubicadas en 5 macetas que posteriormente
fueron inoculadas, las otras 5 macetas (25 plantulas) sirvieron de

testigo.

Cada una de las plantulas con incision fueinoculada con 100ml de la

suspension de esporas de F. moniliforme.

A continuacion, se coloco papel humedecido con agua destilada estéril
para proporcionar humedad y oscuridad, y permitir la infeccion del

hongo F. moniliformea la planta.
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El ensayo tuvo una duracién de 2 meses en los cuales se observo el tiempo de

infeccién y sintomatologia.

Ensayo 4. Inoculacion de F. moniliforme en plantas de cafeto de 6 meses
de edad.

Paso 1. Se seleccionaron 10 plantas de cafeto Var. Pacas de 6 meses de edad

que estuvieran completamente sanas.

Paso2. Se escogieron 2 cajas de Petri con la cepa de F. moniliformede 8 dias
de crecimiento, se depositaron en una licuadora con 500ml. de agua
destilada estéril y se mezcld aproximadamente por 1 minuto.

Posteriormente se depositd en un beaker.
Paso 4,5y 6. Se procedio de igual forma que para el ensayo 3.

El ensayo tuvo una duracion de 2 meses en los cuales se observé el tiempo de

infeccién y sintomatologia.

Ensayo 5. Inoculacién de F. moniliforme en plantas de cafeto de 12 meses
de edad.

Paso 1. Se eligieron 10 plantas de cafeto Var. Pacas de 12 meses de edad que

estuvieran completamente sanas.

Paso2. Se escogieron 2 cajas de Petri con la cepa de F. moniliformede 8 dias
de crecimiento, se depositd en una licuadora con 500ml. de agua
destilada estérii y se mezcl6 aproximadamente por 1 minuto.

Posteriormente se deposité en un beaker.
Paso 4,5y 6. Se procederéa de igual forma que para el ensayo 3.

El ensayo tuvo una duracion de 2 meses en los cuales se observé el tiempo de
infeccion y sintomatologia
Para evaluar la sintomatologia en las plantas de cafeto infectados por el hongo,

en los diferentes ensayos (del 2 al 5). Se utilizo la siguiente escala subjetiva:
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Cuadro N° 4. Parametros evaluados sobre la sintomatologia en las plantas de cafeto infectados

por Fusarium moniliforme.

Grado Sintomatologia presentada.
0 Asintomatica
1 Marchitamiento de las hojas cotiledonales
2 Pudricion de raices secundarias
3 Aparecimiento de manchas en hojas verdaderas
4 Estrangulamiento de la base de la planta.
5 Muerte de la planta.

Nota: Esta escala se utiliza para evaluar los dafios en diferentes estados fenolégicos del cafeto.

Cuadro N° 5.Etapa de desarrollo de la planta y los parametros evaluados sobre la

sintomatologia de la plantula o planta de cafeto.

Ensayo Etapa de Parametros a evaluar sobre la sintomatologia del
desarrollo de la cafeto en diferentes estados de desarrollo.
planta
1 Semillas de café | Porcentaje de germinacién de semillas.
Var. Pacas
2 Plantula de 2 e Tiempo que dura la infeccion (Dias)
meses de edad e Tasa de infeccion (%) **

e Sintomatologia de la planta.

3 Plantas de 3 e Tiempo que dura la infeccion (Dias)
meses de edad e Tasa de infeccion (%) **

e Sintomatologia de la planta.

4 Plantas de 6 e Tiempo que dura la infeccion (Dias)
meses de edad e Tasa de infeccion (%) **

e Sintomatologia de la planta.

5 Plantas de 12 e Tiempo que dura la infeccion (Dias)

meses de edad. e Tasa de infeccion (%) **

e Sintomatologia de la planta.
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** |a tasa de infeccion se midi6 de la siguiente manera:
La tasa de infeccidn para este trabajo se ha tomado como la variable incidencia:

I= (# de plantas enfermas / # total de plantas) 100

V. Resultados.

5.1 Aislamiento del hongo F. moniliforme.
Muestreo de campo

Al muestrear en el campo se colectaron plantas de 2-3 afios de edad, las cuales
mostraban sintomas tales como: pocas hojas y las que poseian tenian manchas y
mostraban amarilla miento, parte de las ramas estaban secas y otras verdes (las
que poseian hojas), al hacer raspados con navaja en el tallo se observaron franjas
de color morado que recorrian parte del tallo, al extraer la planta del suelo las
raices se encontraban podridas. Al hacer cortes transversales en el tallo se
observoé parte del sistema vascular afectado de un color morado, muy parecido al
que presenta F. moniliformeen asilamientos en medio de cultivo PDA. (Figura 8).

Estas muestras se procesaron y aislaron para la identificacion del hongo.
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N / i
Figura 8. A: Planta con pocas hojas y ramas secas. B: Franjas de los dafios ocasionados

en las ramas. C: Raiz podrida y sin raicillas. D: Corte transversal con dafo del hongo.

Desde el 24 de Agosto de 2011 hasta el 20 de Septiembre de 2011 se tuvieron en
observacion 20 aislamientos en PDA, provenientes de colonias identificadas como
Fusarium moniliforme, a estos aislamientos se les observo cada 3 dias sus
caracteristicas macroscopicas mas distintivas. Las caracteristicas de la colonia se

presentan en el cuadro N°6.

En cuanto a la caracteristicas del color de fondo de placa Petri, los resultados
dentro de los 20 aislamientos fueron variables a medida pasaron los dias de
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desarrollo micelial, obteniendo las gamas desde rosa palido hasta violeta vinaceo.
(Cuadro N°6)

El color del micelio, en los 20 aislamientos fue muy similar, desde rosado hasta

morado.

La mayoria presenté una forma de colonia mas o menos irregular a excepcion de

3 aislamientos que presentaron una forma regular. (Cuadro N° 6)

Los resultados obtenidos en la caracteristica de contorno de la colonia fue
bastante regular, describiendo los contornos ovalados a excepcion de un
aislamiento que presento un contorno liso. Los colores presentados en todos los

aislamientos fueron blanco crema. (Cuadro N°6).

Todos los aislamientos realizados durante la investigacion denotaron la

caracteristica de un aspecto algodonoso similar en cada una de ellas.

La velocidad de crecimiento segun Seifert (1996) citado por Bolafios et al., (2000),
sirvio para identificar el ritmo de crecimiento; los resultados comprendieron 360
horas en llenar la placa Petri de 90 mm de diametro, a un ritmo de crecimiento de
0.02735 mm por dia. (Anexo 1)

Cuadro N° 6. Caracteristicas macroscoépicas mas distintivas de Fusarium moniliforme.

Fusarium Color Aspecto Forma Contorno | Tipo de | Color de | Tiempo
moniliforme | de dela dela micelio | colonia | en llenar
fondo colonia colonia un
diametro
de 90mm.
Morado | algodonoso | irregular | ovalada Rastrero | Morado 360 h.
vinaceo palido
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5.2 Identificacion morfolégica y crecimiento de Fusarium moniliforme.

La colonia desarrollada en PDA produjo un color morado palido. (Figura 9)

Vs \\

Figura 9. Ejemplos de la colonia desarrollada de F. moniliforme.

El crecimiento del hongo sobre la superficie de PDA contenido en una caja de
90mm de diametro fue irregular cuyo contorno se extendié hasta llenar la caja en

un promedio de 15 dias produciendo un micelio algodonoso (Figura 10).

Figura 10. Muestra del crecimiento irregular y de
aspecto algodonoso de 5 dias de crecimiento micelial

Las microconidias se presentan en cadenas fialides simples laterales,
apareciendo a las 3 dias de haber realizado replicas, muy abundantes (Figura 11),

formadas sobre hifas aéreas, dando un aspecto afelpado a la colonia, presenta

una forma fusiforme o clavada.

23



Figura 11.Diferentes vistas de microconidias, en el centro mayor cantidad de microconidias

sobre macroconidias.
Las macroconidias se desarrollan sobre conididforos formados en ramas
laterales sobre las hifas, son en ambos extremos fusoides, de pared delgada con
una célula apical con punta y pedicelo basal encontrdndose hasta siete septos.
Las dimensiones en promedio de las macroconidias fueron de 4pm de ancho.
(Figura 12)(Cuadro N° 7).

Figura 12. Diferentes vistas de macroconidias y la vista de sus septos.

Clamidosporas presentes en ambos casos (micelio y conidia), son de forma

irregularmente globosa con aspecto azul oscuro dentro de ellas (Figura 13).

Figura 13. Clamidospora coloreada azul oscuro y parte del micelio hialino.
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Cuadro N° 7. Promedios de Largo y Ancho de macroconidias de Fusarium moniliforme.

Fuentes en comparaciéon. | Largo (um) | Ancho (um)

Fusarium moniliforme
13. 46 1.37
Fuente: Bolafios et al., (2000)

Fusarium moniliforme

14 4
Fuente: Romero (2012)

5.3 Sintomatologia de Fusarium moniliforme en plantas de cafeto de

diferentes estados de desarrollo.
5.3.1 Fase de invernadero
Ensayo 1. Efecto de F. moniliforme sobre semillas de cafeto.

En el ensayo realizado no se observo germinacién de las semillas inoculadas con
F. moniliforme, donde se dejaron en observacibn 3 meses, sin embargo las
semillas presentaban una coloracion morada y al realizar re aislamientos para
comprobar los Postulados de Koch se obtuvieron colonias tipicas de F.

moniliforme, lo que indica que el hongo habia infectado a las semillas.

Ensayo 2. Efecto de F. moniliforme en plantulas de cafeto de 2 meses de

edad (estado de concha).

Las plantas presentaron sintomas a los 21 dias después de inoculadas. Se
observd aparecimiento de manchas de color café en hojas cotiledonales y
verdaderas, al mismo tiempo también se observé pudricion de las raices
secundarias (Anexo N° 2). El sintoma mas distintivo fue el ennegrecimiento y
estrangulamiento de la base del tallo, comenzando con un anillo de color café
oscuro, el cual avanzaba por todo el tallo y se detenia a 1.5 cm de las hojas (figura
14)
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Figura 14. Plantas de 2 meses de edad mostrando sintomas del ataque de F. moniliforme.

El nivel de infeccion inicio a los 21 dias, tenia 1 en la escala establecida, a los 60
dias demostraba 1.83 y a los 90 dias 2.5. (Cuadro N° 7 y Figura 15)

Cuadro N° 8. Porcentaje de infeccion de los ensayos 2 y3, en los meses de Septiembre, Octubre y

Noviembre.
Tratamiento/Dias % de Infeccion.
después
inoculacion 30 60 90
Estado de
Concha 1% 1.83 2.5
Estado de
Naranjito 0 2.88 4.65
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Tasa de infeccion estado "Concha".
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Figura 15. Tasa de infeccion a los 3 meses de observacion del ensayo 2,

Plantas en estado de Concha.

Ensayo 3. Inoculacion de F. moniliforme en plantulas de cafeto de 3 meses

de edad (naranjito).

La variedad inoculada (Pacas) mostro sintomas a los 27 dias de inoculado F.
moniliforme comenzando con pudricion de las raices secundarias, seguido de
manchas de color café en hojas verdaderas y estrangulamiento en la base del
tallo. (Anexo N° 2), al igual que en el ensayo 2 de plantas de 2 meses de edad el
sintoma mas distintivo fue el ennegrecimiento y estrangulamiento de la base del
tallo, comenzando con un anillo de color café oscuro, el cual avanzaba por todo el
tallo y se detenia a 1.5 cm de las hojas, a diferencia de Rhizoctonia solani donde
estrangula el tallo y marchita las hojas, F. moniliforme estrangula el tallo se

detiene a 1.5 cm de las hojas pero mantiene viva las hojas. (Figura 16)

El nivel de infeccion inicio a los 27 dias, pero calculando la tasa de infeccion a los
30 dias estaba en cero en la escala establecida, luego a los 60 dias de la infeccién

estaba a nivel 3y a los 90 dias aumento a 4.5. (Cuadro N° 7 y Figura 17)
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Figura 16. Plantas en estado de Naranijito con sintomas causados por F. moniliforme.

Tasa de infeccion estado "naranjito".

5
»
45
4 /

3.5
3 /
% de Infeccion. 2.5
2 /
1.5 /
1 /
0.5 /
0 . / , : . |

Dias

Figura 17. Tasa de infeccion a los 3 meses de observacion del ensayo 3,

Plantas en estado de Naraniito.

Ensayos 4 y 5. Inoculacion de F. moniliforme en plantas de cafeto de 6 y 12
meses de edad.

La variedad inoculada (Pacas) mostro sintomas a los 2 meses de inoculado F.
moniliforme en ambos ensayos. Comenzando con un aparecimiento de manchas
color café de hojas verdaderas y seguidas de un amarillamiento y marchitez de las

hojas, aparentementeen las raices no se ven afectadas, pero al realizar el dltimo
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paso en los Postulados de Koch en ambos casos se aislaron colonias de F.

moniliforme. (Figura 18 y 19)

En plantas de 6 y 12 meses mostro sintomas a los 60 dias con una escala de
infeccion de 0.5 y se prolongd a los 90 dias, llegando a los 120 dias con una
escala de 0.8. (Cuadro N° 8 y Figura 20y 21)

Figura 18. Plantas de 6 meses de edad al principio del ensayo y

lueao mostrando sintomas, aparentemente sin dafios en las raices.

Figura 19. Plantas de 12 meses de edad, presentando un tallo poco desarrollado

y pocas hojas verdaderas, aparentemente sin dafio en las raices.
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Cuadro N° 9. Porcentaje de infeccidn de los ensayos 4 y5, en los meses de Agosto, Septiembre,

Octubre y Noviembre.

Tratamiento/Dias % de Infeccion.

Después

inoculacion 30 60 90 120
Plantas 6 meses 0 0.5 0.5 0.83
Plantas de 12

meses 0 0.5 0.5 0.83

Tasa de infeccion plantas de 6 meses.

0.9

»
0.8
0.7 /

0.6
0.5

% de Infeccion /
0.4

0:3 /

o /
0 e

0 20 40 60 80 100 120 140
Dias.
Figura 20. Tasa de infeccion a los 4 meses de observacion del ensayo 4,
Plantas de 6 meses de edad.
Tasa de infeccion plantas de 12 meses
0.9
0.8 /9
0.7 /
0.6
0.5 /Q.__:-/
% de Infeccion
0.4 /
0.3 /
0.2 /
0.1
0 T / T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Dias

Figura 21. Tasa de infeccion a los 4 meses de observacion del ensayo 5,

Plantas de 12 meses de edad.
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Cuadro N° 9. Cuadro resumen de los parametros evaluados sobre la sintomatologia causada por

Fusarium moniliforme a plantas de cafeto en diferentes estados de desarrollo.

Etapa de . . .
Parametros a evaluar sobre la sintomatologia del
Ensayo desarrollo de la )
cafeto en diferentes estados de desarrollo.
planta
1 Semillas  de  café 0% de germinacion de semillas.
Var. Pacas
Primeros sintomas a los 21 dias, a los 90 dias y no habian
muerto.
30 dias:1%; 60 dias: 1.83%; 90 dias: 2.5%
5 Plantula de 2 meses | gihtomatologia:
de edad -Manchas en hojas cotiledonales y en las hojas
verdaderas.
-Pudricion de las raices secundarias. -Ennegrecimiento
y  estrangulamiento de la  base del tallo.
-Mantiene erectas las hojas.
Primeros sintomas a los 27 dias, a los 90 dias y no habian
muerto.
30 dias: 0%; 60 dias: 2.88%; 90 dias: 4.65%
3 Plantas de 3 meses
de edad Sintomatologia:
-Manchas en hojas cotiledonales y en las hojas verdaderas.
-Pudricion de las raices secundarias.
-Ennegrecimiento y estrangulamiento de la base del tallo.
-Mantiene erectas las hojas.
Primeros sintomas a los 60 dias, a los 120 dias y no habian
muerto.
30 dias: 0%; 60 dias: 0.5%; 90 dias: 0.5%; 120 dias: 0.83%
4 Plantas de 6 meses
de edad _ i
Sintomatologia:
-Manchas en hojas verdaderas. -
Amarillamiento y marchitez de las hojas.
Primeros sintomas a los 60 dias, a los 120 dias y no habian
muerto.
30 dias: 0%; 60 dias: 0.5%; 90 dias: 0.5%; 120 dias: 0.83%
5 Plantas de 12

meses de edad.

Sintomatologia:
-Manchas en hojas verdaderas. -
Amarillamiento y marchitez de las hojas.
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VI. Discusion.

En cuanto a las caracteristicas morfologicas de las colonias, los resultados no
concuerdan con los de Bolafios, et al., (2000); ellos observaroncolonias
desarrolladas en PDA produciendo un color amarillo y rosado, mientras que en
este caso, las coloniaspresentaron colores de rosado hasta morado, Smith et al.,
(1992) menciona que en PDA las colonias deFusarium tienen un aspecto variable
gue depende del tipo de cepa. La cepa colectada por Bolafos et al., (2000) fue
aislada de plantas en estado de concha, mientras que la cepa que se aislé para
este trabajo provenia de cafetos adultos, la diferencia de color podria deberse a la

edad de los huéspedes.

De la misma forma, el crecimiento del hongo sobre la superficie de PDA fue
diferente con los resultados de Bolafos, et al.,(2000). En este trabajo, el
crecimiento del hongo en una caja Petri de 90cm de diametro fue irregular con
contornos ovalados y la cubrié en un tiempo de 360 horas, en cambio en el trabajo
deellos se observaron contornos que se extendieron de forma regular hasta llenar
la caja a las 264 horas. La diferencia entre el tiempo de llenado posiblemente se
pudo deber a las condiciones que se dejaron en crecimiento; Bolafios et al., (2000)
lo dejaron en completa oscuridad a 24°C, mientras que en este trabajo se dejaron

a temperatura ambiente (26-28°C) y con 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

Todos los aislamientos realizados durante la investigacion denotaron la
caracteristica de un aspecto algodonoso similar en cada una de ellas, coincidiendo

con Bolafos, et al., (2000), en donde obtuvieron micelio algodonoso afelpado.

Las caracteristicas morfologicas de F. moniliforme, (microconidias,
macroconidias y clamidosporas) observadas en este trabajo coinciden con las
descripciones hechas por Bolafios, et al., (2000) y por Agrios (1991), lo cual indica

gue se trata de la misma especie.

Por otra parte, en el ensayo de efecto de F. moniliforme sobre semillas se
observd que cuando estaban afectadas presentaron una coloracidbn negra a

morada al abrirlas, 1o cual concuerda con Saballos (1982) quien menciona que
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Fusarium spp pueden causar ennegrecimiento y la muerte de los embriones, pero

en este caso refiriendose a semillas de algodon.

Asimismo, en el ensayo 2 y3 efecto de F. moniliforme en plantulas de cafeto de
2 y 3 meses de edad, los resultados fueron diferentes a los obtenidos por Ubeda
(1996); y Anacafe (1998). En este trabajo las plantas mostraron sintomas a los 21
y 27dias respectivamente, después de haber sido inoculado el hongo. Mientras
que ellos, afirman que los sintomas tipicos en los semilleros y concheros son
lesiones café oscuras en la base del tallo, las plantitas se marchitan, se doblan y
luego mueren; en este trabajo los sintomas se notaron con un aparecimiento de
manchas color café en hojas cotiledonales y verdaderas; lo mas distintivo fue el
ennegrecimiento y estrangulamiento de la base del tallo, comenzando con un
anillo de color café oscuro, el cual avanzo por todo el tallo y se detuvo a 1.5 cm de
distancia de las hojas. Posiblemente Ubeda (1996) y Anacafe (1998) relacionan
los sintomas observados a los patdgenos Rhizoctonia solani, Pythium spp,
Fusarium spp, los cuales causan lo que se conoce como mal del talluelo. Sin
embargo, estos patdgenos cuando atacan a las plantas, las matan en un tiempo
bien corto. Por lo contrario, lo que se observo en este trabajo, las plantas se
mantuvieron vivas por largo periodo y segun se observé en algunos casos podrian
llegar a recuperarse, por lo tanto si se aplicaran fungicidas el hongo podria ser

controlado.

Con respecto a los ensayos donde se inoculoF. moniliforme en plantas de café
de 6 y 12 meses de edad (Ensayos 4 y 5),los resultados coinciden con los
obtenidos por Bolafios et al., (2000) quienes mencionan que cuando las plantas
inoculadas tienen mas de 6 meses, tardan un tiempo mayor de 3 meses en
mostrar sintomas. En el presente trabajo, las plantas mostraron sintomas a los 4
meses, comenzando con aparecimiento de manchas color café en hojas
verdaderas y posteriormente amarillamiento y marchitez de las hojas.
Aparentemente, las raices no se ven afectadas, pero al realizar reaislamientos se
obtuvieron colonias tipicas de F. moniliforme, lo cual concuerda con PROCAFE

(2001), quien menciona que en plantias y plantas adultas el hongo causa la
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enfermedad también causa el estrangulamiento a nivel del cuello del tallo, por lo

gue posteriormente se marchitan y pueden llegar a morir.

En cuanto al aparecimiento de sintomas en cada uno de los ensayos, las
diferencias observadas posiblemente se deban a lo que expone Smith (1992)
quien menciona que los sintomas de la marchitez fusarica varian segun el
huésped, el patotipo y las condiciones de infeccion. Las hojas mas viejas muestran
al principio un aclarado de venas leve, clorosis de la lamina y/o marchitez, y estos
sintomas progresan posteriormente a las hojas jévenes, a menudo iniciandose
unilateralmente en algunas, en correspondencia con una infeccién localizada en
parte del sistema vascular de raiz y tallo; las partes afectadas se vuelven de color

pardo.

El incremento de la tasa de infeccidn en los ensayos 2 y 3, demuestra que durante
el periodo del estudio, existieron las condiciones ambientales favorables para el
desarrollo de la enfermedad (figura 15y 17 de ensayos 2 y 3), por lo contrario en
los ensayos 4y 5 al principio se observé un crecimiento acelerado, sin embargo el
hecho de haber observado un retardamiento en indica que hubieron condiciones
ambientales desfavorables (figuras 20 y 21 ensayos 4y 5). Segun Agrios (1991),
las infecciones reales dan como resultado la formacién de zonas necroticas o de
zonas decoloradas y malformadas, a las que se les denomina sintomas. Sin
embargo, algunas infecciones permanecen latentes, o sea, no producen sintomas
observables, sino hasta cuando las condiciones del medio ambiente son

favorables o bien durante una etapa distinta en la madurez de una planta.
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VII.  Conclusion.
Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir lo siguiente:

1. Se identific6 el hongo Fusarium moniliforme como patdogeno en
plantaciones de café de la zona Occidental en El Salvador.

2. Se aislé y caracterizo una cepa de Fusarium moniliforme proveniente de
la finca en estudio, mostrando pequefas diferencias en cuanto a coloracion
de la colonia, en PDA.

3. Fusarium moniliforme presenta una morfologia similar encontrada por
otros autores.

4. Fusarium moniliforme es patogénico en todos los estadios de desarrollo
de la planta de cafeto.

5. Los cambios en el patron de infeccion estan en funcion de factores medio
ambientales y la edad de la planta.
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VIll. Recomendaciones.

1.

Hacer estudios prospectivos para determinar la presencia de este patégeno
a nivel nacional, para cuantificar el area afectada.

. Realizar estudios para determinar si todas las variedades comerciales de

cafeto, son susceptibles a los ataques de este patdégeno.

. Hacer estudios de patogenicidad en arboles de sombra ya que pueden ser

hospederos alternos del patégeno.

. Efectuar trabajos con diferentes cantidades de esporas ya que esta

enfermedad depende de la cantidad de inoculo inicial que se encuentre en
los sustratos.

. Dada la agresividad del patdgeno se recomienda evaluar diferentes

medidas de control para dar soluciones viables a los productores.
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X.

ANnexos.

Anexo N° 1. Sumatoria de crecimiento cada 24 horas y los dias de observacion de cajas de Petri

inoculadas con Fusarium moniliforme.

Mediciones totales por observacion.

Repeticion |29/08/2011|31/08/2011|02/09/2011 | 06/09/2011 | 07/09/2011 | 16/09/2011 | 20/09/2011
1 1.725 2.125 2.5 3.25 3.425 3.725 3.775
2 1.675 2.05 2.425 3.075 3.275 3.55 3.625
3 1.9 2.275 2.7 3.275 3.55 3.975 3.825
4 2.475 2.95 3.125 3.525 3.7 4 3.85
5 1.475 1.925 2.425 3.1 3.475 3.85 3.85
6 1.75 2.125 2.475 2.775 3.275 3.8 3.675
7 1.65 1.9 2.25 2.925 3.15 3.775 3.675
8 1.75 2.275 2.7 34 3.65 4.075 3.875
9 2.125 2.35 2.675 3.35 3.55 3.625 3.6
10 1.775 2.275 2.7 3.35 3.55 3.825 3.85
11 1.675 2.15 2.525 3.175 3.475 3.925 3.85
12 1.975 2.375 2.675 3.1 3.55 3.075 3.85
13 2.125 2.425 2.925 3.425 3.775 3.975 3.925
14 1.8 2.175 2.625 3.175 3.425 3.675 3.625
15 1.8 2.15 2.65 3.175 3.5 3.975 3.9
16 1.55 1.975 2.425 3.1 3.3 3.975 3.6
17 1.825 2.325 2.625 3.05 3.225 3.675 3.575
18 1.525 1.975 2.325 2.975 3.15 3.775 3.625
19 1.075 1.575 21 2.925 3.175 3.85 3.75
20 1.075 1.925 2.375 3 3.225 3.375 3.35

Promedios | 1.73625 2.165 2.56125 3.15625 3.42 3.77375 3.7325
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Anexo N° 2. Resultados mensuales de los 5 tratamientos de los ensayos 2 y3.

Septiembre Octubre Noviembre.
ENS Rep 0 2|3 0 213 0 213 5
] T2R1 | 4 1 3 111 3 111
g
(8]
5 T2R2 | 5 5 2
(&)
o
Kl T2R3 | 3 2 1 212 1 212
&
I\ T2R4 | 5 3 2 3 2
S
1]
2 T2R5 | 5 5 5
]
Total 22 3 17 513 16 513
. T3R1 | 5 4 1 1 2
2
=
) T3R2 | 5 2 2 0 2
g
3
g T3R3 | 5 4
(2]
w
o T3R4 | 5 5 3
o
9
@ T3R5 | 5 0 5 0 5
L
Total 25 15 8 4 9
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Anexo N° 3. Resultados mensuales de los 5 tratamientos de los ensayos 4 y5.

Agosto Septiembre Octubre Noviembre

Ens |Re [0 |1 0[1(2]|3 0|1(2|3|4|5/0(1|2|3|4|5
T4 |1 1 1 1
R1
T4 |1 1 1 1
R2

w | T4 |1 1 1 1

(]

3 R3

S

o

g T4 |1 1 1 1

8 R4

o

S (T4 1 1 1 1

)

1] R5

c

W

Tota 5 4 1 4 1 5
T5 |1 1 1 1
R1
T5 |1 1 1 1
R2

§ T5 |1 1 1 1

()

= R3

N

—

§ T5 |1 1 1 1

& R4

o

e}

o T5 |1 1 1 1

)

] R5

c

|

Tota 5 4 1 4 1 5

(Ver cuadro N°4. Parametros para evaluar sintomatologia)
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