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Zamora Fernandez, Karen Andrea
Descripcién quimica y microbiolégica de lixiviados y tés de vermicompost y su efecto en
la supresion de la enfermedad “Ojo de gallo” (Mycena citricolor Berk y Curt) Sacc, en
hojas de cafeto (Coffea arabica L.).

Tesis Licenciatura en Ingenieria Agrondmica. San José, C.R.

K.A. Zamora F., 2012

90pp.

RESUMEN

El “ojo de gallo” es una de las principales enfermedades que afecta el cultivo del cafeto en Costa
Rica. El objetivo de esta investigacidn fue evaluar el efecto de tés y lixiviados de vermicompost
obtenidos a partir de diferentes materiales de origen animal y vegetal, sobre la supresién del
hongo Mycena citricolor (Berk y Curt) Sacc en hojas de cafeto (Coffea arabica L) en condiciones de
laboratorio. El trabajo se efectud en el Laboratorio de Microbiologia Agricola (CIA) de la

Universidad de Costa Rica.

Se prepararon “tés de compost” y se obtuvieron lixiviados a partir de vermicompost de estiércol

de equino, bovino y caprino; y de broza de café, con y sin desechos de camarén.

Se realizaron 4 ensayos, en los que se evalud el efecto de tés de compost de origen animal, el
efecto de tés de compost de origen vegetal (con y sin la adicion de quitina) y el efecto de lixiviados
de vermicompost de broza de café con y sin desechos de camarén y estiércol bovino. Se utilizé un
disefio experimental irrestricto al azar con cinco repeticiones. La unidad experimental estuvo
compuesta por una cdmara hiumeda con cinco hojas de cafeto, a las cuales se les asperjé 10 ml de
los diferentes abonos liquidos y agua en el caso del tratamiento control. Estos se aplicaron 24
horas antes de la inoculacidn del hongo M. citricolor en las hojas. Se hicieron dos o tres puntos de

inoculacidn por hoja con cinco cabecitas en cada uno.
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Se evalud la presencia de E. coli y las poblaciones de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y
lactobacilos en las hojas inoculadas con los tratamientos al inicio y al final del ensayo. Se evalué el
numero de hojas con lesiones, lesiones totales, lesiones esporuladas y cabecitas durante tres
semanas. Se determind el porcentaje de hojas enfermas y porcentaje del drea foliar dafiada con el

programa Image J.

Los resultados mostraron que los tés y lixiviados de vermicompost contienen altas poblaciones de
microorganismos que pueden ser inoculados a las hojas de cafeto. La aplicacidn del té de origen
caprino favorecid al hongo M. citricolor ya que presentd un porcentaje del area foliar dafiada de
un 16,5% superior al testigo y un nimero de 14 lesiones esporuladas mas que el testigo. Los tés
de broza de café aumentaron el desarrollo de la enfermedad con un porcentaje de hojas enfermas
y del darea foliar dafiada superior a la presente en el testigo en un 28,0 % y 11.3 %
respectivamente. Las hojas de cafeto tratadas con los lixiviados de broza de café con y sin
camarodn presentaron la mitad de lesiones esporuladas y de cabecitas que el testigo quien tuvo
valores de 16,0 y 16,4 respectivamente. La bacteria E. coli estuvo presente en todos los tés pero
no en los lixiviados. Los resultados indican que existe diferencia en el origen del abono organico y

que los lixiviados de broza de café tienen potencial para el control de la enfermedad.

Palabras claves: Ojo de gallo; Mycena citricolor; cafeto; Coffea arabica; tés de compost; lixiviados
de vermicompost; abonos orgdnicos; supresion de enfermedad.
Directora de investigacion: Lidieth Uribe Lorio, Dra.

Unidad académica: Escuela de Agronomia.
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1. INTRODUCCION

El cultivo del cafeto (Coffea arabica) ha sido durante muchos afios una fuente importante de
divisas para el pais, debido a que Costa Rica goza de gran prestigio internacional por la alta calidad
del grano. La caficultura representa la principal actividad econédmica para mas de 50 000 familias,

de las cuales el 90% corresponde a pequefios y medianos productores (Mora 2008, Villegas 2011).

La produccidn nacional de café correspondiente a la cosecha 2010-2011 fue de 2 103 287 fanegas'
siendo un 8,47 % mayor a la cosecha del 2009, lo cual generé un ingreso de US$257,45 millones
por las exportaciones de café en el 2010 y representd el 2,72% del total de ingresos por
exportaciones del pais y el 11,77% del total de divisas generadas por el sector agropecuario (ICAFE

2011b).

La enfermedad causada por Mycena citricolor (Berk. y Curt) Sacc. (=Omphalia flavida) conocida

A ”n

como “ojo de gallo”, “gotera”, “viruela” o “mancha suramericana de la hoja”; representa uno de
los problemas que mas afecta la produccién de cafeto en Costa Rica y Centroamérica (Monterroso
1998, Robert 1999, Vargas 2004). Asi en la cosecha 2010-2011 se presentaron pérdidas de 75 622
fanegas de grano en fruta, es decir de US$9,26 millones por causa de la incidencia del ojo de gallo

en diversas zonas cafetaleras del pais (ICAFE 2011b).

El principal dafo que causa el “ojo de gallo” en las plantaciones de cafeto es la defoliacion. A
pesar de que la planta no muere, disminuye notablemente el drea fotosintética y causa un
debilitamiento que favorece el desarrollo de otras enfermedades (Vargas et al. 1990). Ademds, el
cafeto utiliza sus reservas en la produccién de nuevo follaje y el fruto también se puede ver

afectado (Carvajal 1939, Gonzalez 2003).

! Una fanega es una medida de capacidad que corresponde a un volumen de 400 L y a un peso aproximado
de 253 Kg.



En forma general, esta enfermedad puede afectar seriamente cafetos que se encuentran en areas
frias, humedas, y muy sombreados; en zonas con altitudes mayores de 650 msnm con prevalencia
de humedad relativa alta y temperaturas entre 192C y 232 C. No obstante, en Costa Rica puede
presentarse en zonas como San Carlos (600 msnm) que presenta lluvias abundantes en los meses
frios del afio (de noviembre a enero), lo cual favorece el desarrollo de la enfermedad a pesar de

estar ubicadas en zonas de menor altitud (Echeverri 1997).

Segun Chaves (1996), dependiendo de las condiciones de humedad el hongo puede alcanzar
niveles de incidencia superiores a 40% y provocar una caida en el rendimiento de un 20- 30% en

el mismo afio de la epidemia.

Sin embargo, datos del ICAFE (2011a) mencionan que en plantaciones en las cuales no se maneja
la enfermedad la defoliacion puede llegar a ser de un 95% entre los meses de setiembre y octubre;

y la reduccion en la cosecha de un 80%.

Por su parte Monterroso (1998) y Mora (1999), mencionan que factores como el mal manejo de la
fertilizacidn y las podas, el uso inoportuno de fungicidas, densidades de siembra mayores a 5000
plantas/hectdrea, la siembra de cultivares muy susceptibles como el Catimore en zonas
productoras que superan los 1100 msnm y la presencia de importantes niveles de indculo residual
en el campo, son los principales causantes de las altas incidencias de la enfermedad al inicio de la

época lluviosa.

En Costa Rica en los afios ochenta se realizaron varias pruebas para tratar de combatir el ojo de
gallo del cafeto utilizando el hongo Trichoderma spp y bacterias antagonistas, los resultados en
condiciones de laboratorio mostraron un efecto antagdnico a M. citricolor, pero en el campo el
combate de la enfermedad fue limitado por la poca permanencia de los antagonistas sobre el
tejido durante la época de mayor precipitaciéon y a la presencia de ecotipos de Trichoderma spp
gue lograron establecerse solo en ciertos agroecosistemas, razones por las cuales se discontinué

su uso (Curling 1986, Mora 1987, Calvo 1988).



Si bien el uso del cyproconazole, tebuconazole y validamicina A, constituyen actualmente la mejor
alternativa quimica para el manejo de la enfermedad (ICAFE 2011a), el alto costo de los productos
sintéticos, su capacidad limitada de combatir la enfermedad solo cuando la incidencia es baja (4-
8%), la contaminacidon que generan y el deseo de los consumidores de obtener productos de
calidad cultivados en armonia con el ambiente, son los principales factores que han motivado a los
caficultores a la busqueda de nuevas alternativas de combate bioldgico de la enfermedad (Mora

2008).

En este sentido, a nivel internacional se ha venido estudiando el uso de abonos organicos para
aumentar la fertilidad del suelo y combatir patégenos radicales y foliares. Recientemente, se ha
investigado el uso de los “tés de compost” y lixiviados de vermicompost, como fuentes de
nutrientes a la planta, de microorganismos benéficos capaces de suprimir patdégenos y como
inductores de los mecanismos de resistencia de la planta (Hoitink et al. 1997, Al-Mughrabi et al.

2008, Arauz 2011).

Se han encontrado resultados positivos del uso de tés de compost aireados para el combate de
enfermedades como Botrytis cinerea (moho gris) en el cultivo de frijol (Palmer et al. 2010), el mal
del talluelo (Pythium ultimum) en plantaciones de pepino (Scheuerell 2003), la rofia de la manzana

(Venturia inequalis) en plantas de manzanas, entre otros (Al-Mughrabi et al. 2008).

Los tés de vermicompost pueden ser enriquecidos con materiales como algas, proteinas de
pescado, acido humico, polvo de roca, quitina coloidal o sustancias ricas en ésta como los
desechos de camardn; estos aditivos se utilizan con el fin de aumentar los contenidos de

nutrientes o de microorganismos benéficos (Durham 2006).

Asi, la adicion de quitina a los tés de compost podria favorecer el incremento de las poblaciones
de los microorganismos quitinoliticos, los cuales tienen un alto potencial como antagonistas
naturales de hongos causantes de enfermedades, pues sus paredes celulares contienen quitina

(Scheuerell 2003).



Los lixiviados de vermicompost se han usado principalmente como fertilizante liquido orgdnico en
cultivos como el tomate en invernadero (Preciado et al. 2011) y el maiz para la produccién de
forraje (Garcia et al. 2008, Fortis et al. 2009). A la fecha no hay informacién sobre el uso de

lixiviados o tés de vermicompost para el combate del ojo de gallo del cafeto.

1.1. Objetivo General:

Evaluar el efecto de tés vy lixiviados de vermicompost obtenidos a partir de diferentes materiales
de origen animal y vegetal, sobre la supresion del hongo M. citricolor (Berk. y Curt.) Sacc en hojas

de cafeto (Coffea arabica L) en condiciones de laboratorio.

1.2. Objetivos Especificos:

1.2.1. Determinar el contenido de macro y microelementos presentes en los vermicompost, tés y

lixiviados de vermicompost.

1.2.2. Determinar algunos grupos funcionales de microorganismos presentes en los vermicompost,

tés, lixiviados de vermicompost y en la superficie de las hojas de cafeto (Coffea arabica L).

1.2.3. Evaluar el efecto de los tés de vermicompost obtenidos a partir de diferentes estiércoles y
su enriguecimiento con quitina, sobre la supresién del hongo M. citricolor (Berk. y Curt.) Sacc en

hojas de cafeto (Coffea arabica L).

1.2.4. Evaluar el efecto de los tés de vermicompost obtenidos a partir de broza de café y su
enriquecimiento con dos fuentes de quitina sobre la supresidon del hongo M. citricolor (Berk. y

Curt.) Sacc en hojas de cafeto (Coffea arabica L).



1.2.5. Evaluar el efecto de los lixiviados de vermicompost obtenidos a partir de broza de café y un
estiércol de bovino sobre la supresion del hongo M. citricolor (Berk. y Curt.) Sacc en hojas de

cafeto (Coffea arabica L).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de la enfermedad

En Costa Rica, la enfermedad conocida como ojo de gallo fue descrita por primera vez por Cooke
en 1880 (Borbdn 1998), y los primeros informes sobre los dafios que causa y recomendaciones
sobre el manejo de la enfermedad datan de 1911 cuando se publicaron en el BOLETIN DE
FOMENTO, del Organo del Ministerio de Fomento (Robert 1999); no obstante fue ampliamente
descrita hasta 1939 por Carvajal (Carvajal 1939).

2.1.1. Etiologia

A ”n u

ojo de gallo”, “gotera”,

|ll

La enfermedad de mancha suramericana de la hoja”; o “American leaf
spot of coffee” (nombre que recibe en inglés); es causada por el hongo Mycena citricolor (Berk. y
Curt.) Sacc., el cual pertenece a la clase Basiodiomycete, subclase Homobasidiomycete, orden
Agaricales y a la familia Agaricaceae (Wang y Avelino 1999). Por su parte, Finch y Finch (1987)
indican que M. citricolor corresponde a la forma perfecta del hongo Stylbum flavidum y Vargas et

al. (1990) menciona que este hongo ha recibido otros nombres tales como Stilbella flavida,

Agaricus citricolor y Omphalia flavida.

El hongo produce dos tipos de cuerpos fructiferos: las gemas o cabecitas (estado asexual o
anamorfico) y el basidiocarpo (estado sexual o teleomdrfico). El micelio del hongo en medio de
cultivo es de color blanco, sus hifas son septadas, binucleadas y forman fibulas, este se desarrolla a
una temperatura entre 52 y 302 C; siendo la temperatura 6ptima 242C. Buller y Vanterpool (1926)
descubrieron que el micelio y las cabecitas de M. citricolor producen bioluminiscencia; en el caso

del micelio la emision de luz ocurre cuando esta en crecimiento activo.

La fase asexual esta constituida por un grupo de filamentos de color amarillo, delgados, paralelos
entre si y reunidos en un tallo o pedicelo que termina en una cabeza globosa. Los filamentos

tienen una altura de 1-3 mm; mientras que el diametro de la cabeza es de 0,36 mm, la cual se



desprende facilmente cuando madura. La formacion de las cabecitas depende de la presencia de
luz, bajo condiciones de oscuridad no hay desarrollo de las mismas. La consistencia de la cabeza
es solida y el espacio entre las células estd recubierto por un mucilago transparente que permite al
hongo adherirse a la hoja (Carvajal 1939, Vargas et al. 1990, Ramirez 1994, Borbén 1999, Wang y
Avelino 1999, Vargas 2004).

El basidiocarpo es el cuerpo fructifero de la fase sexual, es una estructura de color amarillo
intenso, en forma de seta o sombrilla que mide 1-2 cm de alto y posee estrias radiales de 2,0-
4,5mm de didmetro, el basidio produce y libera una gran cantidad de basididésporas las cuales son
ovoides, hialinas y de 14,0-17,5 p de tamafo. Los basidiocarpos son poco abundantes en
condiciones de campo, ya que estos se forman en hojas caidas y muy ocultas protegidas de los
rayos solares, en zonas con alta humedad relativa sin corrientes de aire y a una temperatura
menor a los 212C (Carvajal 1939, Vargas et al. 1990, Ramirez 1994, Wang y Avelino 1999, Gonzalez
2003, Vargas 2004).

2.1.2. Sintomatologia

Esta enfermedad se caracteriza por la formacidon de pequefias manchas circulares u ovaladas,
ligeramente hundidas con un didmetro de 6-10 mm sobre las hojas. Las lesiones se inician como
puntos café oscuro de borde indefinido, pero al alcanzar su tamafio final presentan un borde bien
marcado, con poca o ninguna clorosis alrededor y pueden ser de color café claro, grisdceo o café
rojizo; con apariencia papelosa y seca que inclusive se puede romper (Lopez 1994). El numero de
lesiones por hoja puede variar entre 10 y 50, aunque es posible que se presenten hasta 100
lesiones. Cuando las lesiones se forman a lo largo de una vena principal, toman una forma
alargada en el sentido de la vena y provocan epinastia en las hojas jovenes. Sobre las lesiones se
desarrollan las cabecitas, que pueden encontrarse tanto en el haz como en el envés de las hojas y
son las causantes de la diseminacion del hongo en el campo y las que permiten diferenciar esta

enfermedad de otras que producen manchas similares (Carvajal 1939, Gonzalez 2003).



La enfermedad también puede dafiar el tallo de las bandolas cuando éste es verde y tierno, la
lesion se desarrolla a lo largo del tallo y en algunas ocasiones invade todo su grosor, provocando la
muerte de la parte terminal. En la época seca la lesidn cicatriza, pero el tallo tiende a quebrarse
con suma facilidad. Los frutos pueden ser invadidos en cualquier fase de su desarrollo, cuando el
hongo invade al grano que todavia no ha completado su desarrollo, el micelio del hongo penetra
facilmente y lo dafia completamente, sin embargo, cuando infecta frutos préximos a madurar el
micelio del hongo puede llegar a afectar unicamente la pulpa con lesiones que se observan de
color oscuro, resecas, ovaladas y pueden abarcar casi la totalidad del grano provocando su caida
(Méndez 1937, Carvajal 1939, Wellman 1950, Wang 1988, Vargas et al. 1990, Lépez 1994, Ramirez
1994, Monterroso 1998, Vargas 2004).

2.1.3. Mecanismo de infeccion

Se considera que el mecanismo patogénico del hongo es por medio de la produccién de acido
oxalico antes y después de la penetracién. Este metabolito actia como una toxina no especifica
gue al entrar en contacto con las hojas del hospedero provoca una disminucidn del pH a nivel

celular lo cual activa enzimas como la oxidasa del acido acético (AIA oxidasa), celulasas y

poligalacturonasas que contribuyen a la desintegracion de los tejidos. El acido oxalico captura el
calcio estructural de los pectatos de las paredes celulares debilitdndolos lo cual facilita la entrada

de la hifa de M. citricolor (Raoy Tewari 1988, Tewari 1990).

También hay secuestro del magnesio por el mismo acido oxalico, por lo que hay formacién de
cristales de oxalato de magnesio. Se ha determinado la presencia de cristales de oxalato de calcio,
en plantas con sintomas inducidos por la aplicacién de soluciones de acido oxalico sobre las
heridas en hojas de cafeto, lo que sugiere que el acido oxalico y el secuestro del calcio son el

principal mecanismo de patogénesis del hongo (Rao y Tewari 1988, Tewari 1990).

La diseminacion de la enfermedad se da por medio de las cabecitas, las cuales son la principal

fuente de indéculo en el campo, ya que éstas una vez maduras y por la accién de las gotas de lluvia



se desprenden y son transportadas de una hoja a las otras adyacentes por salpique. Las cabecitas
al caer (generalmente sobre el haz de la hoja) requieren de un tiempo minimo de 15 minutos para
adherirse por medio de una sustancia mucilaginosa, ademas necesitan de alta humedad vy luz
difusa por un periodo de 18 a 25 horas para la incubacion del hongo. El periodo de infeccion tarda
aproximadamente 8 dias (Monterroso 1998); en el cual las gemas germinan y producen una gran
cantidad de hifas de infecciéon que penetran y atacan el tejido interno (Wang y Avelino 1999). Las
temperaturas mayores de 232C limitan el desarrollo del hongo (Echeverrri 1997); la sequia, la
cantidad de horas diarias de luz (mayores de 6 horas/dia) y la aireacion entre plantas son factores

que desfavorecen la reproduccién del hongo (Chaves 1996).

Por otro lado, la presencia del estado sexual bajo condiciones naturales ha sido informada pocas
veces y la funcion de los basidiocarpos no se ha logrado explicar (Salas y Hancock 1972), se cree
gue pueden servir como reserva del indculo entre ciclos productivos del cultivo del cafeto

(Monterroso 1998).

Adicionalmente, Vargas et al. (1999) observaron en hojas de cafeto inoculadas con cabecitas de
M. citricolor, micelio del hongo en las paredes y en el interior de la célula sin aparente herida en la
epidermis, fusionandose con el tejido foliar y saliendo por el envés de las hojas a través de los

estomas. Los autores destacan la alta capacidad del hongo para provocar infeccidn.

2.1.4. Epidemiologia

El desarrollo de esta enfermedad es mas frecuente en zonas con temperaturas entre los 182 y
249C, con periodos largos de alta nubosidad y precipitaciones anuales de 2000 a 4000 mm. Asi
mismo, otros factores como el mal manejo de la sombra, las malezas, la escasa ventilacién, el
exceso de hijos en las plantas y una densidad de siembra superior a 5000 plantas/ ha favorecen la

diseminacion de las cabecitas del hongo (Echeverri 1997, Monterroso 1998).
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Trabajos realizados por Bonilla (1980), Umaiia et al. (1990) y Avelino et al. (1993), en el Salvador,
Costa Rica y Guatemala respectivamente, determinaron que el desarrollo de la enfermedad
depende de la fluctuacién estacional de la lluvia y la humedad relativa; siendo de mayor
importancia la distribuciéon de las lluvias en el tiempo, que la cantidad total de agua caida en
determinado periodo. Bonilla (1980) informdé que los mayores indices de la enfermedad se
presentaron en los meses de julio a octubre, con un maximo en setiembre y que, para el desarrollo
de la enfermedad, la humedad relativa alta (superior al 80%) fue de mayor importancia que la
temperatura baja (182-242C). Ademas, Umafia et al. (1990), demostraron que en el caso de M.
citricolor es importante el nivel de indculo inicial ya que mientras mas alto sea mas rapido alcanza

el nivel maximo de infeccion.

En general, los meses de mayor incidencia del ojo de gallo del cafeto coinciden con los meses de
mayor precipitacién que puede ir desde setiembre hasta noviembre; empezando a decaer a partir
de diciembre en los meses mds secos del afio (Borbdn et al. 1997, Wang y Avelino 1999). Seguln
Vargas (2004), hay una inhibicién completa de la dispersion de la enfermedad al llegar el tiempo
seco. Sin embargo, Monterroso (1998) menciona que en periodos secos el hongo puede
permanecer activo en las hojas mds bajas del cafeto, en las cuales existe reserva de humedad,
aunque también puede permanecer en otras plantas susceptibles entre las que se encuentran
varios tipos de monocotileddneas, dicotileddneas y teriddfitas (algunas de las cuales son malezas
comunes), o en arboles de sombra en cafetales. Wellman (1950) menciona que la dispersion de la
enfermedad también puede ser causada por vientos secos, insectos vellosos, por el hombre y por

las malezas.

2.2. Medidas para el manejo de la enfermedad.

2.2.1. Combate cultural y quimico.

A partir de 1954 se empezaron a usar en el pais fungicidas a base de cobre con accién protectora,

luego se utilizdé el arseniato de plomo con muy buenos resultados para el combate de la
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enfermedad, pero debido a la alta toxicidad del producto se suspendié su uso en los afos noventa

(Mora 1999).

Posteriormente, se han hecho varias investigaciones evaluando la capacidad de los fungicidas de
combatir la enfermedad del ojo de gallo con resultados variables. Asi, Quesada (1996) encontré
gue la adicién de Metalosato de Calcio y Metalosato de Magnesio a los fungicidas sistémicos

mejoré su efecto, alterando posiblemente la estructura y fisiologia de las hojas de cafeto.

De igual manera, Borbon et al. (1997) y Borbon (1998), determinaron que los productos Amistar
(312 g de PC/ha), Silvacur (0,75 L PC/Ha), Atemi (0,5 L PC/Ha) y algunas de sus mezclas (Atemi y
Silvacur), resultaron efectivos para reducir el nivel de infeccién de la enfermedad pero, su nivel de
control vario considerablemente en las diferentes zonas cafetaleras de Costa Rica, siendo efectivos
cuando los niveles de infeccidn fueron bajos (4-8%), y se realizaron practicas de manejo integrado
como podas de sanidad, ya que cuando los niveles de infeccion fueron altos (95% en la plantacién
sin tratamiento quimico), el nivel de infeccidn en las plantaciones tratadas con los fungicidas

podria ser superior al 50% aun con el uso de estos productos en altas dosis.

Posteriormente, Mora y Vargas (1999) determinaron que los fungicidas sulfato de cobre (Cuprofix
5,0 g/L) y azufre (Tiovit 4,0 g/L) presentaron muy poco efecto sobre la reesporulacién de las
lesiones que se encontraban en las hojas enfermas, ya que a los trece dias después de la aplicacion
ya habia un 30 % de lesiones con cabecitas mientras que los fungicidas Atemi 10 SL y caldo
bordelés (Fytosan 10 g/L) limitaron el proceso de reesporulacidon hasta por un periodo de tres
semanas. A su vez, el Fytosan, oxido de cobre (Cobre Nordox 4,0 g/L) y el Cuprofix fueron los que

mostraron un efecto protector en hojas sanas hasta por tres semanas.

Actualmente, el ICAFE (2011a) propone un manejo integrado de la enfermedad tomando en
cuenta los siguientes aspectos: la densidad de siembra no debe ser mayor a 5 000 plantas por
hectarea, se deben sustituir las variedades muy susceptibles a la enfermedad como los Catimores

en zonas con una altitud superior a los 1 100 msnm por variedades como la Catuai o Caturra, se
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deben podar las plantas agotadas o con muchas lesiones de Ojo de Gallo, deshijar dos veces al afio
dejando solo 2 ejes por punto de siembra, manejar la sombra y las malezas, fertilizar de acuerdo
con los resultados del andlisis de suelos y aplicar fungicidas de forma calendarizada tres veces al

ano sobre plantas en produccién e hijos de poda.

La aplicacién de los fungicidas concuerdan con los meses que presentan mayores picos de
formacidn de gemas, con el fin de evitar el aumento de la severidad de la enfermedad al final del
afo, la cual se espera no sea superior a un 3%. La primera aplicacidn se efectua a finales del mes
de mayo o a principios del mes de junio, la segunda se hace a principios del mes de agosto y la

tercera a finales del mes de setiembre (ICAFE 2011a).

En zonas muy favorables para el desarrollo de la enfermedad se recomiendan dos opciones de
combinacion de fungicidas: 1) cyproconazole (Atemi a una dosis de 0,5 L PC/ Ha) + validamicina A
(Cepex a una dosis de 2 L PC/ Ha) en 400 L de agua, 2) tebuconazole+ triadimenol (Silvacur a una
dosis de 0,7 L PC/Ha) + validamicina A (Cepex 2L PC/Ha) en 400 L de agua. Mientras que en las
zonas con menor influencia del Ojo de Gallo se puede usar el fungicida tebuconazole (Orios 0,7
L/Ha), o bien el tebuconazole+ triadimenol (Silvacur a una dosis de 0,7 L/Ha) en 400 L de agua

(Barquero 20092).

2.2.2. Combate bioldgico
El combate biolégico se puede definir como la reduccién del inéculo o las actividades de un
patdgeno o parasito en su estado activo o de reposo, mediante la accién de uno o varios

organismos (Baker y Cook 1982).

El combate bioldgico desde el punto de vista fitopatoldgico, ha sido estudiado mas para hongos

del suelo que para enfermedades foliares. En Costa Rica se han realizado varios estudios a nivel de

2 BARQUERO, M. 2009. Combate quimico del ojo de gallo del cafeto. (entrevista). Heredia, CR. ICAFE.
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laboratorio, in vitro, in vivo, en invernadero y en campo; sobre el combate del ojo de gallo,
mediante el uso del hongo Trichoderma spp. y T. harziarum los cuales presentaron accién
parasitica y litica sobre el micelio y cabecitas de M. citricolor. No obstante, factores como el pH
del medio, la relacién carbono/nitrogeno y la edad del cultivo afectan negativamente el

parasitismo por Trichoderma (P4ez 1976).

En un ensayo efectuado a nivel de campo en un cultivo de la variedad “Typica” altamente
infectado con “ojo de gallo”, realizado por Vargas (1984), se encontré que al aplicar por
espolvoreo T. harziarum con oxicloruro de cobre (Cobox 88%) con broza de café con almiddn de
yuca, se logré una mayor reduccidon del nimero de lesiones con cabecitas y el de cabecitas por

lesién; que cuando se aplicé Unicamente el fungicida o el T. harziarum.

Por su parte, Curling (1986), encontrd que las aplicaciones de T. harziarum a nivel de laboratorio
lograron altos porcentajes de parasitismo sobre las cabecitas de “ojo de gallo”; no asi a nivel de
campo en el cual no logré reducir el promedio de lesiones con cabecitas, ni el promedio del
numero de cabecitas. Posiblemente, el micoparasito se vio afectado por las fuertes lluvias
posteriores a la aplicacién del patégeno y la fuerte presién de indculo que presentaba la

enfermedad.

En pruebas experimentales realizadas por Mora (1987), se aislaron inicialmente 64 tipos de
bacterias del filoplano tomados de diferentes zonas cafetaleras del pais, de las cuales fueron
seleccionadas 9 bacterias que resultaron antagonistas al “ojo de gallo” del cafeto, siendo el mejor
el tratamiento llamado “16 AT”. Aparentemente, estas bacterias liberaban sustancias enzimaticas

gue desintegraban las masas compactas de hifas usandolas para su sobrevivencia.

Posteriormente, Calvo (1988) realizdé pruebas a nivel de campo en la zona de Turrialba, con las
bacterias antagonistas aisladas por Mora (1987); y determindé que al aplicar las bacterias
contenidas en un caldo nutritivo con adherente se logré reducir el porcentaje de lesiones con

cabecitas en un 67% y el nimero de cabecitas por lesién en un 47,5%; con respecto al testigo.
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Afios después, Quesada (1996) probd a nivel de campo una cepa bacteriana de aparente accion
parasitica contra M. citricolor en dos épocas del afio, primero en junio cuando el nivel de infeccién
de la enfermedad era bajo y en setiembre cuando el nivel de infecciéon era mayor. Los resultados
mostraron que la bacteria tenia mayores posibilidades de establecerse y multiplicarse cuando se
aplico al inicio del periodo lluvioso y en condiciones de bajo nivel de infeccion utilizando la turba
como acarreador y el almidén como adherente y sustrato alimenticio; la bacteria actud en este

caso como inhibitoria de la produccién de cabecitas.

2.2.3. Uso de abonos orgdnicos para el combate de enfermedades

Durante afios los abonos orgdnicos se han comercializado principalmente destacando sus efectos
fisico-quimicos en el suelo. No obstante, en los Ultimos afios existe interés en el estudio del
componente vivo presente en los diferentes abonos organicos como un elemento de supresién de
enfermedades causadas por patdgenos foliares, vasculares y radiculares (Hoitink et al. 1997,

Dominguez et al. 2010).

La supresividad de los abonos organicos se define como la capacidad para impedir el desarrollo de
enfermedades en las plantas, a pesar de que el agente causal se encuentre presente. El modo de
accion de los abonos orgdnicos puede asociarse a factores como la tolerancia y escape a la

infeccidn; ademas de la supresion bioldgica de enfermedades (Hoitink et al.1997).

El escape se da por ejemplo cuando la aplicacién de abonos organicos aumenta la cantidad de
raices en las plantas por lo que se dan menos infecciones en relacién con el volumen radical, o por
un mejoramiento de la estructura del suelo que favorece el drenaje y desfavorece la infeccidn

(Hoitink et al. 1997).

La tolerancia se da cuando la aplicacion del abono mejora la condiciéon de la raiz y aporta
nutrimentos esenciales a la planta, lo cual le permite resistir mejor las enfermedades (Hoitink et

al. 1997).
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La supresion bioldgica de enfermedades involucra mecanismos de antagonismo del agente
biocontrolador contra el patégeno a través de la competencia, antibiosis o hiperparasitismo; y
mecanismos no antagoénicos por medio de la alteraciéon interna de la planta que impida o reduzca
la infeccién o colonizacidn de los tejidos por el patégeno, conocida como resistencia adquirida, la
cual ocurre cuando las defensas de una planta susceptible a un determinado patégeno son
activadas mediante agentes biolégicos o abidticos, ocasionando que la planta se vuelva resistente

al patégeno (Arduz 2011).

La competencia se define como la lucha entre dos o mds organismos para obtener la cantidad
necesaria de un recurso principalmente nutrientes de alta energia como carbohidratos vy
nitrégeno, cuando la cantidad del mismo no es suficiente para ambos el mejor adaptado para

utilizarlo serd quien predomine en un habitat dado (Arduz 2011).

La antibiosis es la inhibicion de un organismo por la accidon de un producto metabdlico de otro

organismo llamado antibidtico (Hoitink et al. 1997, Arduz 2011).

El hiperparasitismo es la relaciéon entre dos organismos donde el hiperparasito es el organismo

gue parasita otro parasito (Arduz 2011).

A partir de los afios 90, se ha despertado el interés en nuevas opciones para usar los abonos
organicos para el combate de enfermedades aéreas en diversos cultivos, mediante la preparacion

de “lixiviados de vermicompost” y los “Tés de Compost” (Ryan et al. 2005).

2.2.3.1. El vermicompost.

El vermicompost es el producto resultante de la transformacion digestiva y metabdlica de la
materia organica, mediante la crianza sistematica de lombrices. Para el vermicompostaje es
ampliamente usada la lombriz californiana Eisenia foetida, la cual fue seleccionada por Tomas

Barret en 1930 en Estados Unidos, por su alta capacidad de reproduccidn, su capacidad de vivir en
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altas densidades, el amplio rango de desechos orgdnicos de los que se alimenta y su adaptacioén a

diferentes condiciones climaticas (Nieves 2005).

Entre los factores mds importantes para el establecimiento de la lombriz es el contenido de
humedad de la cama, que debe estar alrededor del 70-75%, la temperatura entre 25-28° Cy el pH

en un rango entre 6,8 y 7,2 (Soto 2003, Nieves 2005).

Esta lombriz es hermafrodita, madura sexualmente a las 10-12 semanas a partir de las cuales se
cruzan para el intercambio de esperma. Luego de este periodo cada individuo por si solo empieza
a liberar capsulas. La densidad poblacional que se espera en un criadero con actividad normal es
de 40 000 a 50 000 lombrices por metro cuadrado, densidades mayores reducen la capacidad de

trabajo y reproduccién (Gonzalez 2007).

2.2.3.2. El lixiviado de vermicompost.

Es la fraccidn liquida que se obtiene del proceso de vermicompostaje de los residuos orgdnicos; se
producen directamente de las camas de lombrices, es rico en elementos nutritivos y en
microorganismos; se caracteriza por una coloracidon negruzca. Tradicionalmente, se ha utilizado

como un fertilizante liquido orgdnico (Larco 2004, Fortis et al. 2009, Arduz 2011).

2.2.3.3. El té de compost.

El té de compost es un producto liquido hecho usualmente con la adiciéon de agua, compost, y
nutrientes (opcional), por un periodo de tiempo definido. La produccion del té de compost se
puede realizar de forma anaerdbica por un periodo de una a dos semanas, o aerdbicamente
mediante el burbujeo continuo de aire por un lapso de tiempo de 24 horas. Tanto los lixiviados
como los tés de compost se aplican como un spray foliar o al suelo en drench (Scheuerell y

Mahaffee 2002, Larco 2004, Al-Mughrabi et al. 2008).
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Los tés de compost aerdbicos aplicados como spray foliar ejercen una influencia en la filosfera al
cubrir las hojas con microorganismos, los cuales pueden formar una barrera fisica contra los
agentes que causan enfermedades y proveen un ambiente competitivo en el cual los patdégenos
son excluidos. Adicionalmente, los tés de compost pueden mejorar la salud y crecimiento de las
plantas al ser fuente de nutrientes foliares, que las hace mas resistentes al ataque de
enfermedades. Los tés de compost aplicados al suelo en drench previo a la siembra o transplante,
aportan nutrientes y microorganismos benéficos; ademas se reduce la necesidad de aplicar
fertilizantes, ya que estimulan la mineralizacién de la materia organica y la solubilizaciéon de

nutrientes atrapados en la particulas del suelo (Al-Mughrabi et al. 2008).

Se han realizado varios estudios para la supresidon de enfermedades utilizando tés de compost
aireados y no aireados; con resultados positivos para el combate de enfermedades como: Botrytis
cinerea (moho gris) en el cultivo de frijol (Palmer et al. 2010), el mal del talluelo (Pythium ultimum)
en plantas de pepino (Scheuerell 2003), la rofia de la manzana (Venturia inaqualis), entre otros (Al-

Mughrabi et al. 2008).

En Estados Unidos, se incorpord el uso de té de compost dentro del sistema de irrigacién en
aproximadamente 8 093 hectdreas de cultivos vegetales, con lo cual se incrementd el crecimiento
de raices, se disminuyd la aplicacion de fertilizantes y se redujo las pérdidas a causa de

enfermedades (Scheuerell 2003).

Los investigadores Ryan et al. (2005) realizaron un ensayo en papa, uva y calabaza, en el que
encontraron que el té de compost no controld el tizdén tardio en papa, pero aumenté la calidad y la
consistencia del cultivo, incrementando la talla y uniformidad de los tubérculos. En el cultivo de
uva el té de compost redujo la severidad del mildiu polvoso, mientras que en el cultivo de la
calabaza por si solo el té de compost no suprimié el mildid polvoso pero al combinarlo con otros

materiales de biocontrol como el Serenade (Bacillus subtilis) se logré suprimir la enfermedad.
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En otro ensayo, Arancén et al. (2007), registraron una reduccion de las poblaciones de nematodos
pardsitos de plantas (géneros Heterodera y Meloidogyne) tras la aplicacion de tés de
vermicompost preparados con distintos residuos organicos al suelo. Se cree que la aplicacién de
los tés de vermicompost pudieron haber estimulado las poblaciones de microorganismos
antagonistas a los quistes de los nematodos. Paralelamente, dichos autores utilizaron tés de
vermicompost de residuos como estiércol de vaca, purin de cerdo, restos de comida y residuos de
la industria papelera; como bioplaguicida contra los pardsitos vegetales Pythium, Rhizoctonia,
Plectosporium y Verticillium, y observaron una reduccion notable de la incidencia de estos

patogenos en diferentes cultivos.

Por su parte, Al-Mughrabi et al. (2008) probaron la eficacia del compost y del té de compost
aerdbico para aumentar el peso y tamafio de los tubérculos de papa, ademds de combatir varias
enfermedades comunes del cultivo; obteniendo como resultado un mayor peso en los tubérculos
de papa y una reduccién en un 81% en la severidad de la enfermedad “rofia comun”
(Streptomyces scabies) cuando aplicaron el té de compost aerébico posterior a la siembra del

cultivo.

Entre los factores que influencian la capacidad de supresidn del té de compost se cita: El método
de produccién del té de compost, la materia prima que se usa en la elaboracién del compost, la
cantidad de agua usada, el potencial de dilucidn previo a la aplicacion, el equipo de aplicacion, el
tiempo de aireacion, los nutrientes adicionados, la temperatura, el pH y la mezcla de adyuvantes o

microorganismos antagonistas especificos (Scheuerell y Mahaffee 2002, Scheuerell 2003).

Durante el proceso de produccidn del té de compost se puede adicionar algas solubles, proteinas
de pescado, acido humico, polvo de roca, quitina coloidal o sustancias ricas en ésta como los
desechos de camardn; con el fin de aumentar los contenidos de nutrientes o de microorganismos

benéficos (Durham 2006).
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En este sentido, la quitina es un producto de desecho de la industria camaronera, que ademas se
encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza como un polisacarido de largas cadenas
monomeéricas del azicar N-acetilglucosamina. Estos mondmeros se encuentran unidos por enlaces
covalentes del tipo B1-4, los cuales tienen un rol importante en su estructura molecular, por
formar tejidos que le confieren resistencia y soporte a los organismos (San-Lang y Jau-Ren 2001).
Estos residuos no son facilmente reciclados en la naturaleza por lo que en algunos paises se
utilizan microorganismos que obtengan de manera directa o indirecta quitina a partir de estos
desechos. Algunos de los microorganismos capaces de degradarlos son bacterias actinomicetes del
género Streptomyces las cuales utilizan la quitina como fuente de carbono y/o nitrégeno y poseen
un gran potencial como agentes de biocontrol de hongos patégenos como M. citricolor, a causa de
que estos contienen quitina en sus paredes celulares (Scheuerell 2003, Salazar et al. 2006,

Sastoque et al. 2007).

Debido a que la quitina no se encuentra presente en plantas y vertebrados se puede utilizar de
forma segura en el control de plagas y enfermedades al promover las poblaciones de
microorganismos quitinoliticos (Cohen 2001). Asi por ejemplo, la quitina ha sido aplicada como
sustrato junto con la bacteria Bacillus cereus cepa 304 para el control de la mancha foliar en mani
causada por Cercospora arachidicola, incrementandose el tamafio poblacional de la bacteria sobre

las hojas y resultando en un control significativo de la enfermedad (Kokallis Burelle et al. 1992).

Por su parte, investigadores como Osorio et al. (2004), Sastoque (2005), Sastoque et al. (2007),
Farfan y Gutiérrez (2009) y Castro et al. (2011) han evaluado el uso de la quitina comercial o los
residuos de camardn en la dindmica poblacional de bacterias y actinomicetes quitinoliticos con
potencial para el combate de enfermedades radicales y foliares, ya sea por antagonismo de los
microorganismos quitinoliticos contra los patdgenos, o un efecto derivado de la quitina como el
aporte de N para las plantas o la produccién de compuestos nitrogenados téxicos como el

amoniaco y el acido nitroso (Oka 2000).
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Hasta la fecha, no se han documentado pruebas del uso de los lixiviados de vermicompost para la
supresién de enfermedades, sino como fuente de nutrientes para mejorar la fertilidad de las
plantas (Garcia et al. 2008). No obstante, en Costa Rica la Cooperativa Coopepalmares, ha usado
los lixiviados de vermicompost de broza de café a una dosis de 40 litros de lixiviado por hectdrea
en mezcla con otros fungicidas o fertilizantes, y aseguran notar efectos positivos sobre la
supresion del ojo de gallo (Vargas 2010%). Adicionalmente, en el Laboratorio de Microbiologia
Agricola de la Universidad de Costa Rica, se han efectuado pruebas preliminares que refuerzan la

hipdtesis de un efecto supresivo sobre M. citricolor.

3 VARGAS, F. 2010. Combate biolégico del ojo de gallo del cafeto. (entrevista). Palmares, CR. Coopepalmares.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion.

El trabajo de investigacidon se realizd durante el afo 2010 y 2011 en el Laboratorio de

Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agronédmicas de la Universidad de Costa Rica.

3.2. Material experimental.

3.2.1. Lixiviados y tés de vermicompost.

Se utilizaron lixiviados y tés de vermicompost obtenidos a partir de materias primas de origen
animal y vegetal. Los vermicompost y lixiviados de vermicompost producidos a partir de estiércol
equino, bovino y caprino fueron proporcionados por el Ing. David Mora de la Estacidn
Experimental Alfredo Volio Mata de la Universidad de Costa Rica; ubicada en la zona de
Ochomogo, Cartago. Los vermicompost y los lixiviados de vermicompost producidos a partir de
broza de café y broza de café con residuos de camardn, fueron procesados y facilitados por el Ing.
Freddy Vargas de la Cooperativa Coopepalmares localizada en Palmares, Alajuela. La elaboraciéon

de los vermicompost y obtencién de los lixiviados se detalla en el Apéndice.

Se utilizd ademas un vermicompost de estiércol bovino proveniente del Mddulo Lechero de la

Sede de Turrialba de la Universidad de Costa Rica con el cual se prepard un té de vermicompost.

3.2.2. Cepa de Mycena citricolor.

Se utilizé la cepa de Mycena citricolor (Berk. y Curt.) Sacc “My 59”, perteneciente a la clase
Basiodiomycete, subclase Homobasidiomycete, orden Agaricales y a la familia Agaricaceae (Wang
y Avelino, 1999), la cual fue proporcionada por el Ing. Miguel Barquero del Instituto Costarricense
del Café (ICAFE). Para la reproduccion del hongo in vitro, se tomé como referencia la metodologia

propuesta por Gonzalez (2003). Dentro de la cdmara de flujo laminar previamente desinfectada
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con alcohol de 70%, se transfirié una seccion de 6 mm de didmetro de un cultivo de 12 dias del
hongo utilizando una pipeta Pasteur estéril. Se colocaron cuatro circulos con micelio en cada placa
de Petri con medio de cultivo PDA (papa-dextrosa-agar) acidificado con acido lactico al 10%. Las
placas de Petri inoculadas se colocaron en una caja de plastico en un sitio con iluminacién natural
y a temperatura ambiente. La esporulacidon del hongo se produjo alrededor de dos semanas
después de la transferencia a las placas Petri (Figura 1). Este procedimiento se realizé en repetidas

ocasiones con el fin de contar con el material necesario para los diferentes ensayos.

Figura 1. Crecimiento del micelio y de los cuerpos fructiferos (cabecitas o gemas) del hongo M.

citricolor en medio de cultivo in vitro.

3.2.3. Plantas de cafeto.

Se utilizaron hojas de plantas de cafeto (Coffea arabica L.) (Orden: Rubiales, familia Rubiaceae) de
la variedad Catuai Rojo, con una edad aproximada de un afo. Las plantas fueron proporcionadas
por la Cooperativa Coopepalmares y se mantuvieron en el invernadero del Laboratorio de
Microbiologia Agricola de la Universidad de Costa Rica durante el periodo de realizacién de los
ensayos. Las plantas se trasplantaron a potes de plastico (nimero 400) con suelo proveniente de
la misma zona. Las plantas se fertilizaron con 6 g de 10-30-10 a los 7 dias después del trasplante y
a los 2 meses. Ademas se complementod la nutricion con dos aplicaciones foliares del fertilizante

formula 20-20-20 (Nitrégeno, Potasio y Fosforo) + elementos menores de la marca “Evergreen. La
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primera aplicacién se hizo a los 30 dias después del trasplante y la segunda una semana después,
esto con el fin de que las plantas se mantuvieran en buen estado y produjeran la cantidad de hojas
necesarias para cada ensayo. Debido a que las plantas empezaron a presentar problemas de
deshidratacién por las altas temperaturas en el invernadero, fue indispensable colocar un sardn al
50% para alcanzar un ambiente mas fresco. Se trajeron plantas nuevas de cafeto para el Ultimo
ensayo, las cuales se fertilizaron con 2g/planta de la féormula 12-11-18+MgO+SO; de

“Hidrocomplex” al trasplante y se regaron dos veces por semana.

3.3. Efecto de la aplicacion de tés de vermicompost sobre hojas de cafeto inoculadas con M.

citricolor.

3.3.1. Preparacion de los tés de vermicompost.

Los tés de vermicompost se prepararon mediante un proceso de incubacion aerébica de los
vermicompost producidos a partir de cada una de las diferentes materias primas de origen animal:
estiércol equino, bovino y caprino; y de fuente vegetal: broza de café y broza de café enriquecida

con desechos de camardn de la siguiente manera:

Se colocaron 100 g del vermicompost en una bolsa hecha con una malla, que se ubicé dentro de
un recipiente de pldstico sin tapa, con capacidad para 10 litros (Figura 2). Se adicionaron 5 litros
de agua y 10 ml de melaza dentro del recipiente. La mezcla se incubd bajo aeracidn constante con
la ayuda de una bomba para pecera para 19 L, durante 24 horas. A los tratamientos que
adicionalmente llevaban quitina al 0,4%, se agregaron 20 g de la quitina comercial de Sigma
Aldrich (Shrim Shell, practical grade) en el balde junto con los otros ingredientes (Rodriguez y

Morgan 1987).
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Figura 2. Preparacion de los tés de vermicompost aerébicos por 24 horas.

3.3.2. Andlisis de la calidad quimica y microbiolégica de los tés de vermicompost.

Se determind la composicidon quimica y microbiolégica de los vermicompost utilizados en la
preparacion de los tés de compost, asi como la inocuidad y estabilidad de los mismos. Para ello se
tomdé una muestra de 500g de cada uno de los vermicompost en una bolsa plastica y una muestra
de un litro de cada uno de los diferentes tés de vermicompost en una botella de plastico. Todas
las muestras se llevaron al Laboratorio de Suelos y Foliares del Centro de Investigaciones
Agrondémicas de la Universidad de Costa Rica para hacer un analisis quimico que incluia los
contenidos totales de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Zn y B, el porcentaje de humedad y valor del

pH, segun la metodologia propuesta por Soil and Plant Analysis Council, INC (1998).

Ademads, se tomd una muestra de 500g de cada uno de los abonos sdlidos y 100 ml de los
diferentes tés de vermicompost, para efectuar el recuento microbiolégico del nimero de
bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos, determinar la presencia de Escherichia
coli y evaluar la estabilidad de los abonos orgdnicos sélidos. Estos andlisis se realizaron en el

Laboratorio de Microbiologia Agricola de la Universidad de Costa Rica (Ver apéndice).
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3.3.3. Evaluacion del tiempo de aplicacion del té de vermicompost.

Con el fin de determinar el tiempo de aplicacion del té de vermicompost antes de la inoculacion
del patdégeno, se realizé un ensayo en el que se evalud la poblacién de grupos especificos de

microorganismos a las 24 y 48 horas posteriores a la aplicacidn del té.

Se usé un disefo experimental irrestricto al azar con 5 repeticiones. La unidad experimental
estuvo compuesta por cinco hojas de cafeto con un tamafio uniforme dispuestas en una caja de
pldstico transparente “cdmara humeda”. La cdmara humeda estuvo conformada por una bandeja
de pléstico transparente con tapa y con capacidad para 4 702,5 cm®, dentro de la cual se colocé
una capa de papel toalla estéril sobre la que se dispusieron las hojas de cafeto. El papel toalla se
mantuvo humedecido con agua estéril para conservar una atmdsfera con humedad relativa alta
necesaria para el desarrollo de la enfermedad. A cada unidad experimental se le aplicaron 10 ml
del té de vermicompost con ayuda de un aspersor manual con capacidad para un litro. Se
utilizaron dos tratamientos: té de vermicompost y un control al que se asperjé agua desionizada

estéril.

Se evaluaron las poblaciones de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos
presentes sobre las hojas de cafeto a las 24 y 48 horas después de la aplicacién de los
tratamientos. Para cada uno de los tratamientos a evaluar se tomaron las cinco hojas de cafeto
gue conformaban la unidad experimental y se pusieron en una bolsa plastica transparente estéril
con 90 mL de agua desionizada estéril. Luego se colocaron dentro del Stomacher® 400 Circulator
por un periodo de tres minutos y a 300 revoluciones por minuto, con el fin de que los
microorganismos presentes en la superficie de la hoja quedaran suspendidos en el agua, a la cual
se le realiz6 el recuento microbiolégico de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras vy
lactobacilos. Adicionalmente se evalué la presencia de E. coli en la forma descrita en el Apéndice.
Los datos de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de los recuentos microbiolégicos se
transformaron con el Log10, previo al analisis de varianza y se procedid a separar las medias con la

prueba LSD Fisher (p<=0,05) con el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2008).
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3.3.4. Efecto de los tés de vermicompost a base de estiércoles en el desarrollo de la
enfermedad del ojo de gallo del cafeto.

Se evalué6 si el tipo de estiércol usado para preparar el té y el enriquecimiento con quitina, tenian
efecto supresor sobre el desarrollo de M. citricolor inoculado en hojas de cafeto. Para ello se

utilizaron los siguientes tratamientos:

. citricolor + té de vermicompost a base de estiércol equino

. citricolor + té de vermicompost a base de estiércol bovino

. citricolor + té de vermicompost a base de estiércol caprino

. citricolor + té de vermicompost a base de estiércol equino + quitina
. citricolor + té de vermicompost a base de estiércol bovino + quitina

. citricolor + té de vermicompost a base de estiércol caprino + quitina

N o A W N R
X X X 2 X L %

. citricolor + agua desionizada (control)

Se utilizd un disefio experimental irrestricto al azar, la unidad experimental estuvo compuesta por
cinco hojas de cafeto dispuestas en una cdmara himeda. Se utilizaron cinco repeticiones por
tratamiento. A cada unidad experimental se le asperjé6 10 ml del té de vermicompost
correspondiente o agua desionizada estéril, humedeciendo totalmente las hojas. Se realizé una
Unica aplicacidén 24 horas antes de la inoculacion de las hojas de cafeto con M. citricolor (segun el
resultado obtenido en el ensayo de la seccién 3.3.3); en cada hoja se hicieron dos puntos de

inoculacion en los cuales se colocaron 5 cabecitas de M. citricolor en cada uno.

Se determind la presencia de E. coli y se cuantificd la poblacidon de bacterias, actinomicetes,
hongos, levaduras y lactobacilos presentes en las hojas de cafeto inoculadas con los tés de
vermicompost de estiércoles al inicio del ensayo (dia 1) y al final (dia 19), siguiendo la metodologia

descrita en la seccion 3.3.3.

Se evalud el nimero de hojas con lesiones, nimero de lesiones totales, nimero de lesiones

esporuladas y nimero de cabecitas dos veces por semana durante tres semanas.
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En la dltima evaluacion se determind el porcentaje de hojas enfermas y el porcentaje del area
foliar danada. Para la obtencién del drea de la hoja y el area de la hoja con lesiones, previo a la
realizacidn de los recuentos microbiolégicos se tomd una fotografia a cada una de las hojas junto
con una referencia de longitud (regla de 30 cm). Luego cada fotografia fue analizada con el

programa Image J* segtin la metodologia descrita a continuacién:

Determinacion del drea de la hoja.
a escala, para ello se dibujé una linea de 50 mm sobre una seccion de la regla y se eligio

Se calibré
la opcion Analyze — Set Scale. En la ventana “Distance in pixels” se digité la medida del trazo (en
este ejemplo 450 indicada por “length”), luego se digité 50 en “Known Distance” y se indic6 mm
en la “Unit of length”, se selecciond la opcidon “Global” y se marcé “OK”. Luego se dibujé una

nueva linea sobre la regla para confirmar que la escala de medida era correcta.

[T S
Distance in pixels: 453
. " . nown distance: 50
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help L T
D,‘O,‘G‘Olj_d -*Jf‘-'v\‘A‘o\‘{"'?‘j‘@ Ilev'Sik'ﬁ‘J‘&‘ ‘ ‘»‘ Unit of length
Click to Remove Scale
=736, y=660, angle=-90.00, length=450.00 [iCtctal

otale: 9.080 pixels/mm
I OK. Cancel Help

Se utilizé la herramienta de seleccion rectangular para rodear la hoja, se elimind el contenido

externo usando la opcién “Edit — Clear Outside” .

image Process Analyze Pugns Window  Hep
cnez plri@emisulglS & el

CirieX

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help == i
B olz|o|~|4]+[8]Ala|o|2|® AVARY

*Owval*, elliptical or brush selections (right click to switch)

Dev | Stk

CieF
Draw CrieD
nvert CtrieMayGscutas+|
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* Disponible en: http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html
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Se ajustd la imagen utilizando la opcidn “Process — Binary — Make Binary”.

Smooth ClieMayUsculas+S

sharpen

Find Edges

Find Manma.

Ennance Conlrast

Natse *

Shadows i
T TR

Maih b Convert to Mask

Para calcular el area de la hoja se eligio la opcién “Analyze — Analyze Particles”, se digité 50
como el “minimum particle size”, se marcé “Show Outlines”, “Display Results” y “OK”. El area se

registrd en la hoja de salida “Results”.

~ Analyze Particles = | \ _
o
Smm:?lw.t |F|IE Edit Font Results '
ixel units -
. : ' A
Circularity: ~ 0.00-1.00 : [ATE& [Mm | Miry Lm-l
- : H 6485814 255 255 255 |
Show:  Outlines -

v Display results [~ Exclude on edges
[” Clear results I” Include holes
[~ summarize I Record starts e
[~ Addto Manager [ In situ Show L

oK Cancel | Help

Calculo del drea de la lesion.
Se abrié una nueva imagen y se seleccioné “Process — Substract background”; en la ventana

,

Rolling Ball radius se digitd 10 para obtener un buen contraste y se selecciond “light background”

y u o K" .
R

Rolling ball radius:  10.0 pixels

¥ Light background

[ Separate colors

[™ Create background {don't subtract)
™ Sliding paraboloid

[~ Disable smoothing

[~ Preview =

OK Cancel | Help
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Se separd la imagen utilizando “Image — Color —Split channels”. Se generaron tres archivos:

xX.jpg (green) (33.3%), xx.jpg (blue) (33.3%) y xx.jpg (red) (33.3%). Se selecciond el archivo “xx.jpg

red”.

[[EfE) Process Analyze Plugins  Wins

Type 4

Adjust 4

Show Info... Ciri+l

Properties... Ctri+Maydsculas+P

Color »[Cspichames ]
Stacks 4 Merge Channels...

Hyperstacks »| Channels Tool...

Se ajustd la imagen utilizando “Process — Binary — Make Binary”

Se selecciond del menu “Edit — Invert”. Posteriormente, se rodearon las lesiones con la

herramienta de seleccién de trazo libre y se elimind el fondo usando “Edit — Clear Outside”.

Se eligid la opcion “Analyze — Analyze Particles”. Se digité 10 (dependiendo del tamafio de la
lesién) como el “minimum particle size”, se marcé “Show Outlines”, “Display Results” y “OK”. El

area de las dos lesiones se registré en la hoja de salida “Results”.
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Se guardd el archivo “results” como una hoja de Excel, en la cual se calculd el porcentaje del area

foliar danada.

Los datos de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de los recuentos microbioldgicos se
transformaron con el Log10, previo al analisis de varianza y se procedid a separar las medias con la

prueba LSD Fisher (p<=0,05) con el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2008).

Las variables de: niumero de hojas con lesiones, nimero de lesiones, nimero de lesiones
esporuladas y nimero de cabecitas, se transformaron usando la “transformacién de promedios
alineados” y se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para una p<=0,10

(Wobbrock et al. 2011).

Los datos del Porcentaje de hojas enfermas y porcentaje del drea foliar dafiada se analizaron por
medio del analisis de varianza y se procedid a separar las medias con la prueba LSD Fisher

(p<=0,07) con el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2008).

3.3.5. Efecto de los tés de vermicompost a base de broza de café en el desarrollo de la
enfermedad del ojo de gallo del cafeto.

Se evalud el efecto de la aplicacién de los tés de vermicompost a base de broza y su
enriquecimiento con quitina y/o desechos de camaron, sobre el desarrollo del ojo de gallo del

cafeto mediante la aplicacién de los siguientes tratamientos:
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M. citricolor + té de vermicompost a base de broza de café
M. citricolor + té de vermicompost a base de broza de café enriquecido con camardn

M. citricolor + té de vermicompost a base de broza de café + quitina

A W N R

M. citricolor + té de vermicompost a base de broza de café enriquecido con camarén +
quitina

5. M. citricolor + agua desionizada (control)

Se utilizé un disefio experimental irrestricto al azar, la unidad experimental estuvo compuesta por
cinco hojas de cafeto dispuestas en una cdmara himeda y se hicieron cinco repeticiones por

tratamiento.

Se asperjo a cada unidad experimental, 10 ml del té de vermicompost o agua estéril, con la ayuda
de un aspersor manual de un litro de capacidad. Se realizd una Unica aplicacidn 24 horas antes de
la inoculacidn de las hojas de cafeto con M. citricolor; en cada hoja se pusieron tres puntos de

inoculacion en los cuales se colocaron 5 cabecitas de M. citricolor en cada uno.

Se determind la presencia de E. coli y se cuantificd la poblacidon de bacterias, actinomicetes,
hongos, levaduras y lactobacilos presentes en las hojas de cafeto inoculadas con los tés de
vermicompost de broza de café al inicio del ensayo (dia 1) y al final (dia 18), siguiendo la

metodologia descrita en la seccién 3.3.3.

Se evalud el nimero de hojas con lesiones, nimero de lesiones totales, nimero de lesiones
esporuladas y nimero de cabecitas dos veces por semana durante tres semanas. El porcentaje de
hojas enfermas y porcentaje del area foliar dafiada se determinaron en la Ultima evaluacion

siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 3.3.4.

Los datos de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de los recuentos microbiolégicos se
transformaron con el Log10, previo al analisis de varianza y se procediod a separar las medias con la

prueba LSD Fisher (p<=0,05) con el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2008).
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Las variables de: nimero de hojas con lesiones, nimero de lesiones, nimero de lesiones
esporuladas y numero de cabecitas, se transformaron usando la “transformacién de promedios
alineados” y se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para una p<=0,10

(Wobbrock et al. 2011).

Los datos del Porcentaje de hojas enfermas y porcentaje del drea foliar dafiada se analizaron por
medio del analisis de varianza y se procedid a separar las medias con la prueba LSD Fisher

(p<=0,05) con el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2008).

3.4. Efecto de la aplicacién de lixiviados de vermicompost sobre hojas de cafeto inoculadas con

M. citricolor.

3.4.1. Analisis de la calidad quimica y microbioldgica de los lixiviados de vermicompost.

Se tomd una muestra de un litro de cada uno de los lixiviados de vermicompost diluidos al 10% en
una botella de plastico. Las muestras se llevaron al Laboratorio de Suelos y Foliares del Centro de
Investigaciones Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica para hacer un analisis quimico que
incluia el contenido total de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Zn y B y el valor del pH segun la

metodologia propuesta por Soil and Plant Analysis Council, INC (1998).

Se recolecté una muestra de 100 ml de cada uno de los lixiviados de vermicompost diluidos al 10%
en un recipiente plastico con tapa esterilizado, a las cuales se les evalud la presencia de E. coli y se
determiné mediante recuento en plato el nimero de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y

lactobacilos.

3.4.2. Efecto de los lixiviados de vermicompost en el desarrollo de la enfermedad del ojo

de gallo del cafeto.

Para evaluar el efecto de los lixiviados de vermicompost de origen animal y vegetal, sobre la

supresion de M. citricolor se utilizaron los siguientes tratamientos:
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M. citricolor + lixiviado a base de broza de café
M. citricolor + lixiviado a base de broza de café enriquecido con camarén

M. citricolor + lixiviado a base de estiércol bovino

A

M. citricolor + agua desionizada (control)

Se utilizd un disefio experimental irrestricto al azar, la unidad experimental estuvo compuesta por
cinco hojas de cafeto con un tamafio uniforme, las cuales estuvieron dispuestas en una “cdmara

himeda” y se hicieron cinco repeticiones por tratamiento.

En cada unidad experimental se asperjaron 10 ml del lixiviado diluido al 10% con agua sobre las
hojas de cafeto, humedeciéndolas completamente. Transcurridas 24 horas desde la aplicacion de

los tratamientos se inocularon tres puntos por hoja con 5 cabecitas de M. citricolor cada uno.

Se determind la presencia de E. coli y se cuantificd la poblacidn de bacterias, actinomicetes,
hongos, levaduras y lactobacilos presentes en las hojas de cafeto inoculadas con los lixiviados de
vermicompost al inicio del ensayo (dia 1) y al final (dia 20), siguiendo la metodologia descrita en la

seccion 3.3.3.

Se evalué el numero de hojas con lesiones, nimero de lesiones totales, nimero de lesiones
esporuladas y nimero de cabecitas dos veces por semana durante tres semanas. El porcentaje de
hojas enfermas y porcentaje del area de la lesion se determinaron en la ultima evaluacion,

siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 3.3.4.

Los datos de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de los recuentos microbiolégicos se
transformaron con el Log10, previo al analisis de varianza y se procedid a separar las medias con la

prueba LSD Fisher (p<=0,05) con el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2008).

Las variables de: niumero de hojas con lesiones, nimero de lesiones, nimero de lesiones

esporuladas y numero de cabecitas, se transformaron usando la “transformaciéon de promedios
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alineados” y se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para una p<=0,10

(Wobbrock et al. 2011).

Los datos del Porcentaje de hojas enfermas y porcentaje del drea foliar daifiada se analizaron por
medio del analisis de varianza y se procedid a separar las medias con la prueba LSD Fisher

(p<=0,05) con el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2008).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la aplicacidon de tés de vermicompost sobre hojas de cafeto inoculadas con M.

citricolor.

4.1.1. Evaluacion del tiempo de aplicacion del té de vermicompost.

La aplicacion de té de compost a las superficies de las hojas se basa en la idea de inocular las
plantas con altas poblaciones de microorganismos. El té de estiércol bovino utilizado en este
ensayo presentd una poblacién de bacterias y hongos superior a la reportada por Mansour y El-
sayed (2011) en tés de compost preparados a partir de una mezcla de estiércoles animales con
granza de arroz, en los cuales la poblaciéon de bacterias se mantuvo entre 6,8 a 7,7 log10 (UFC/mL)
y la de hongos entre 3,5 a 4,6 log10 (UFC/mL), en cuanto a los actinomicetes se encuentran dentro
del rango de 5,8 a 6,8 logl0 (UFC/mL) obtenido por dichos autores (Cuadro 1). En general, en las
investigaciones con tés de compost los autores determinan las poblaciones de bacterias y hongos
no asi de levaduras y lactobacilos, razén por la cual no hay una referencia que permita compararla

con los resultados obtenidos en este ensayo.

Cuadro 1. Poblacion de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos presentes en el

té de vermicompost de excretas de bovino.

Material Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos

(Log10 UFC'/ml)

TE BOVINO >8,7 6,3 5,0 7,1 7.8

*UFC: Unidades formadoras de colonias

En términos generales, se encontrd una alta poblacién de microorganismos presentes de manera
natural sobre las hojas de cafeto, principalmente bacterias, actinomicetes y hongos (Cuadro 2).
Esto concuerda con lo observado por Blakeman y Fokkema (1982) y Arduz (2011), los cuales
mencionan que en el filoplano de las plantas hay numerosos micrositios que permiten el

establecimiento y desarrollo de una abundante poblacién epifita compuesta primordialmente por
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bacterias, actinomicetes y hongos filamentosos, que pueden ser antagonistas o patégenos. Estos
sitios se localizan a lo largo de las venas, en las depresiones entre las paredes anticlinales de las
células epidérmicas o en la base de los tricomas donde la liberacién de nutrientes y humedad

pueden ser mayores.

Con respecto al factor tratamiento, se observé que la aplicacion del té de vermicompost sobre las
hojas de cafeto produjo un incremento estadisticamente significativo en las variables poblacién de
bacterias, levaduras y lactobacilos, mientras que las poblaciones de actinomicetes y hongos
presentes en la superficie de las hojas no mostraron diferencias significativas por efecto de Ila

aplicacion del té (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la adicion del té de vermicompost sobre la poblacién de bacterias,

actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos en hojas de cafeto.

Tratamiento Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos

(Log10 UFC*/ml)

TE DE VERMICOMPOST 7,9 (b)* 4,4 (a) 3,6 (a) 6,3 (b) 6,3 (b)
TESTIGO 7,2 (a) 5,1(a) 3,9 (a) 5,0 (a) 5,3 (a)

* UFC: Unidades formadoras de colonias.
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

Este resultado puede deberse a que los tés de vermicompost poseen una alta cantidad de
nutrientes que sirven de sustento para los microorganismos contenidos en ellos (Al-Mughrabi et
al. 2008), y/ o a la adicién al tratamiento inoculado de las poblaciones de microorganismos

presentes en el té (ver Cuadro 1).

Por otro lado, los resultados presentes en el Cuadro 3, muestran que la poblacion de bacterias en
las hojas de cafeto disminuyd significativamente en el tiempo; mientras que la poblacidon de
actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos no mostraron diferencias significativas en los

tiempos evaluados.
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Cuadro 3. Efecto de la adicién del té de vermicompost sobre la poblacion de bacterias,
actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos en hojas de cafeto a las 24 y 48 horas

después de la aplicacion.

Tiempo Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos

(Log10 UFC/ml)

24 HORAS 7,8 (b)* 5,1 (a) 3,8 (a) 5,6 (a) 6,2 (a)
48 HORAS 7,3 (a) 43 (a) 3,7 (a) 5,7 (a) 5,5 (a)

* UFC: Unidades formadoras de colonias.
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

Los microorganismos presentes en el filoplano de manera natural o por la inoculacién a través del
té de compost deben competir entre ellos por los nutrientes disponibles (principalmente Cy N) y
la colonizacion del filoplano, siendo favorecidos aquellos que logren usar los recursos mas
eficientemente. Es posible que las bacterias no lograran competir adecuadamente con los otros
grupos funcionales o entre ellas, debido a que fueran mds susceptibles a factores bidticos o
abidticos que los otros grupos y por ello su poblacién se vio reducida en el tiempo. Ademas, se dan
otras interacciones entre microorganismos como la inhibiciéon, antagonismo, depredacién y

antibiosis que influyen en la dindmica poblacional (Arduz 2011).

Es de suma importancia que los abonos organicos se encuentren libres de patégenos humanos,
para lo cual se utiliza la deteccién de indicadores como la presencia de Escherichia coli. Esta es
una bacteria miembro del grupo de los coliformes fecales y es un habitante normal de la flora
microbiana intestinal de animales de sangre caliente. Su deteccién en las muestras indica

contaminacion de origen fecal y la posible presencia de patégenos humanos (Clesceri et al. 1998).

En el té de vermicompost bovino se encontré la presencia de dicha bacteria. Este hallazgo
concuerda con lo reportado por Scheuerell (2003) y Ryan et al. (2005) quienes indican que es muy
comun encontrar E. coli en los tés de compost hechos a base de estiércol y en especial cuando se
ha agregado melaza a la mezcla inicial, ya que éste producto favorece la multiplicacion de E. coliy
puede reducir la diversidad microbioldgica del té al promover el crecimiento de mas

microorganismos competitivos.
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Ademads, Durham (2006) menciona que aditivos como el alga soluble, las proteinas de pescado, el
acido humico y el polvo de roca pueden estimular el crecimiento de E. coli y Salmonella. El autor
encontré que la adicidon de aditivos al té de compost preparados con cantidades muy bajas de
dichas bacterias (menos de 2 células por mililitro de té), favorecidé la multiplicacion de E. coli y
Salmonella, mientras que en los tés de compost preparados sin aditivos estas bacterias no fueron
detectadas. Ello sugiere que aunque se mantengan las condiciones aerébicas que favorezcan el
aumento de la biomasa de bacterias aerdbicas en el té de compost, éstas van a inhibir el

crecimiento de bacterias patdgenicas.

E. coli también se encontré presente en las hojas de cafeto tratadas con el té de compostalas 24y
48 horas después de la aplicacion, lo cual demuestra la permanencia de la bacteria en las hojas
aplicadas con el abono y su potencial de causar enfermedades humanas si dicho té se hubiese

aplicado en plantas de consumo fresco como lechugas o repollo, entre otros.

Debido a que la poblacién de bacterias en las hojas de cafeto tendié a disminuir en el tiempo
posterior a su aplicacion y el objetivo es tener altas poblaciones de microorganismos sobre las
hojas previo a su inoculacién con el hongo Mycena citricolor, se eligié 24 horas como el tiempo

adecuado para la inoculacién de las hojas con el hongo (Cuadro 3).

4.1.2. Caracteristicas generales de los vermicompost utilizados para la elaboracion de los tés.

4.1.2.1. Caracteristicas quimicas.

En forma general, los contenidos de N, P y K obtenidos en los diferentes vermicompost de origen

animal y vegetal concuerdan con los valores reportados por Castro et al. (2009) en diferentes

compost y vermicompost.

En cuanto a los elementos mayores el vermicompost de estiércol bovino presentd las

concentraciones mas altas de N (2,00%), P (1,60%) y Mg (0,75%); mientras que el vermicompost de
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estiércol caprino mostrd los valores mas altos de Ca (2,65%), K (2,22%) y S (0,42%). Por su parte,
el vermicompost de estiércol equino con excepcion del N y K presentd los valores mas bajos de

macronutientes de los tres vermicompost (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas quimicas de los vermicompost preparados a partir de excretas animales

o desechos de broza de café.

Vermicompost N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B pH
% mg/Kg

EQUINO 1,90 0,95 1,79 1,40 0,54 0,34 5497 60 345 397 20 84

BOVINO 2,00 1,60 1,75 2,33 0,75 0,37 1929 101 267 314 13 89

CAPRINO 1,43 1,51 2,22 2,65 0,73 0,42 12619 82 486 521 39 9,2

BROZA DE CAFE 4,59 0,38 4,08 2,39 0,38 0,58 11481 76 139 517 110 9,8

BROZA DE CAFE CON CAMARON 4,36 0,58 5,07 3,18 0,43 0,61 11432 79 178 494 108 9,8

Al respecto, Loh et al. (2004) reportaron en un vermicompost de origen bovino y caprino valores
de N y P mds bajos a los presentes en este trabajo, mientras que Duran y Henriquez (2007)
encontraron concentraciones de nutrientes en un vermicompost vacuno similares a los
observados en este estudio. Por su parte, Castro et al. (2009) obtuvieron en este mismo tipo de

vermicompost un contenido de N, P, K, Ca, Mg superiores a los obtenidos en este ensayo.

El vermicompost de estiércol caprino presento los valores mas altos de Zn (486 mg/Kg), Mn (521
mg/Kg), B (39 mg/Kg) y Fe (12 619 mg/Kg) siendo éste ultimo particularmente mas alto que en los
vermicompost de origen equino (5 497 mg/Kg) y bovino (1 929 mg/Kg). En tanto que el
vermicompost de estiércol bovino mostrd los contenidos mds bajos de estos elementos. Estos
contenidos de nutrientes son menores a los reportados por Castro et al. (2009) en un

vermicompost vacuno.

Por otro lado, en los vermicompost de broza de café, se encontré que los valores mas altos de P, K,

Ca, Mg y Zn los mostré el vermicompost a base de broza de café con residuos de camarodn,
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mientras que el Fe y el Mn se encontraron en una mayor concentracion en el vermicompost de

broza de café.

En términos generales estos valores superan los reportados por Siles (1997) en varios
vermicompost de broza de café, pero los contenidos de P, Mg, Cu, Zn, Mn y Fe fueron menores a

los observados por Duran y Henriquez (2007) en un vermicompost de este material.

La variabilidad en los diferentes tipos de abonos organicos es muy alta y depende mucho de las
condiciones de elaboracién de los abonos, el tipo de desecho utilizado, la proporcion usada, el
estado de descomposicién del material, las condiciones en las cuales se lleve a cabo el

vermicompostaje y el tiempo de almacenamiento (Duran y Henriquez 2007).

Asi se observé que el tipo de materia prima usado influyd en el contenido de nutrientes en el
producto final, ya que los vermicompost preparados con broza de café y broza de café enriquecido
con residuos de camardn presentaron un mayor contenido de nutrientes como N, K, Ca, S, Mny B

gue los vermicompost elaborados con los estiércoles de equino, bovino y caprino.

Cabe destacar que los diferentes vermicompost evaluados en este estudio superan los contenidos
de N (2%) y P (0,15-1,5%) propuestos por Paul y Clark (1996) como aceptables para un abono.
Ademas, son superiores a los parametros de calidad nutricional para abonos organicos en Europa
gue son un contenido de N de 0,60%, P de 0,22%, K de 0,25%, Ca de 1,42% y Mg de 0,18 %
(Alvarado y Bricefio 2002).

En cuanto al valor de pH observado en los vermicompost de estiércoles se encontré entre 8,4 y
9,2. Este hallazgo concuerda con lo descrito por Fortis et al. (2009) y Otero (2010) quienes
obtuvieron valores de pH alcalinos de 9,3 y 8,1 en vermicompost de estiércoles. Moreno-Caselles
et al. (2002) mencionan que los estiércoles son en general alcalinos, fundamentalmente por

liberar nitrégeno en forma de urea, que se descompone formando amoniaco.
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En el caso de los vermicompost de broza de café el valor del pH en ambos abonos sélidos se
encontré en 9,8. Esto supera el valor de pH reportado por Duran y Henriquez (2007) en un
vermicompost de broza de café que fue de 6,9, similar al reportado por Siles (1997) quien
encontré un pH de 7 en un vermicompost de este material. Al respecto Bollo (1999) menciona
que la funcién de las glandulas de Morren dentro de la morfologia de la lombriz, es secretar
carbonato calcico y producir una digestion alcalina, por lo que es de esperar valores de pH
ligeramente alcalinos en los diferentes humus de lombriz. Sin embargo, Soto (2003) sugiere que la
lombriz crece mejor en un rango de pH de 6,8-7,2 y Rodriguez y Cérdova (2006) indican que en
una vermicompostera, al término del proceso, el pH se estabiliza entre 7 y 8, lo que permite la
degradacion y la maduracién de la materia organica, mientras que un valor superior a 8 provoca
pérdidas de nitrégeno en forma de amoniaco. Esto concuerda con lo reportado por Otero (2010)
en un vermicompost de estiércol de caprino cuyo pH inicial fue de 8,4 v final de 7,6. Unicamente
el vermicompost de estiércol equino se encuentra dentro del rango de valores de pH permitidos
segun la normativa de calidad de abonos orgdnicos en Europa que corresponde a un pH de 8,5

(Alvarado y Briceio 2002).

4.1.2.2. Determinacion de la estabilidad y el porcentaje de humedad de los

vermicompost.

En términos generales, los vermicompost de estiércoles presentaron un porcentaje de humedad
superior al de los vermicompost de broza de café. Teniendo los primeros entre 73% y 80% de
humedad, datos que concuerdan con Otero (2010) y los segundos de 55%- 58% de humedad
(Cuadro 5).

Los resultados para los vermicompost de broza de café se encuentran dentro del porcentaje de
humedad recomendado por la etiqueta ecoldgica europea para un abono terminado que seria
55% (Alvarado y Bricefio 2002), aunque superan lo recomendado por Paul y Clark (1996) que es

una humedad menor del 40%. Es probable que la diferencia en el porcentaje de humedad final de
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los vermicompost de estiércoles y de broza de café se deba a diferencias en el proceso de secado

de los vermicompost.

Cuadro 5. Estabilidad y porcentaje de humedad de los vermicompost preparados a partir de

excretas animales y broza de café.

Tipo de vermicompost Estabilidad (mg CO,/gSVt) Caracteristicas Porcentaje de humedad
EQUINO 2,5 Estable 80
BOVINO 43 Estable 80
CAPRINO 5,3 Estable 73
BROZA DE CAFE 0,4 Muy Estable 55
BROZA DE CAFE CON CAMARON 2,8 Estable 58

El vermicompost de broza de café presentd una tasa de respiracion mas baja que el vermicompost
de broza de café con camardn y los vermicompost de estiércoles (Cuadro 5). A medida que un
compost o vermicompost es mas estable la tasa de respiraciéon es mas baja y seglin la norma de
interpretacion para la estabilidad de los compost usada por The U.S. Composting Council (TMECC
2002), los vermicompost de estiércoles y de broza de café con camardn son clasificados como
“estables”. Esto sugiere que son compost con caracteristicas favorables en los cuales el proceso
de descomposiciéon no continla, y cuyos nutrientes estarian relativamente disponibles para la
liberacion en el suelo; ademds tienen poca produccion de olores y un limitado potencial para la

fitotoxicidad (Uribe, 2003).

4.1.2.3. Caracteristicas microbiolégicas.

Los resultados obtenidos en el Cuadro 6 muestran una alta poblacién de bacterias y actinomicetes

en los vermicompost estudiados, que son similares a lo reportado por Uribe (2003).

En cuanto a los vermicompost de estiércoles, el de origen caprino presentd la mayor poblacion de
actinomicetes y levaduras. Segun Sanchez-Yafiez (2006) la poblacion de los actinomicetes se ve

afectada por el porcentaje de humedad y el pH, ya que por ser bacterias aerdbicas no crecen bien
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en condiciones de humedad superior al 85% y en pH acidos; mientras que se ve favorecida por pH
alcalinos (8-9), en los cuales pueden alcanzar poblaciones de 8-11 logl0 UFC/g de suelo. Lo
anterior explica la alta poblacion de actinomicetes en este vermicompost cuyo pH fue de 9,2 y la
humedad de 73%. Por otro lado, Uribe (2007) indica que las levaduras son hongos anaerobios
facultativos capaces de crecer de forma saprofitica en una amplia variedad de sustratos y rangos

de pH de 2,8-8,5.

Cuadro 6. Poblacion de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos presentes en

los vermicompost hechos a partir de excretas animales o broza de café.

Tipo de vermicompost Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos
(Log10 UFC'/g)

EQUINO 8,8 8,2 4,5 5,4 73

BOVINO 9,0 6,9 4,1 5,9 7,2

CAPRINO 8,8 8,7 5,0 6,1 <4,0

BROZA DE CAFE 7,4 6,6 4,9 53 6,9

BROZA DE CAFE CON CAMARON 7,7 7,0 6,0 5,7 6,6

" UFC: Unidades formadoras de colonias.

En el vermicompost de origen caprino la poblacién de lactobacilos fue particularmente baja (<4,0
Log10 UFC/g) ya que no se pudo contabilizar en la menor dilucién evaluada, mientras que en los
vermicompost de estiércol equino y bovino la poblacion de lactobacilos fue superior a 7,0 log10
(UFC/g). Es posible que este resultado se deba a que el vermicompost de origen caprino presentd
el mayor valor de pH, el cual limitd las poblaciones de los lactobacilos ya que estos crecen mejor

en pH acidos de 4,0-6,8 (Uribe 2003).

En general, en los vermicompost existe una tendencia a una mayor poblacidon de microorganismos
gue en los compost en los cuales durante la etapa termofilica mueren gran cantidad de
microorganismos y ocurre una seleccion de los mismos (Dominguez et al. 1997). Sin embargo, los
cambios en la poblacién microbiana de los abonos orgdnicos se ven influenciados por las

transformaciones sufridas por los desechos al ser ingeridos por la lombriz, los cambios en el pH y
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la inoculacién con la flora microbiana existente en el tracto de la lombriz (Uribe 2003), la cual

puede alcanzar 500 mil millones de microorganismos (Bollo 1999).

En el caso de los vermicompost preparados a partir de broza de café con y sin desechos de
camaron la poblacidn de los microorganismos fue bastante similar entre ambos, con excepcién de
la poblacién de hongos, que fue mayor en el vermicompost enmendado con residuos de camaron.
Este sustrato, con moléculas mas dificiles de degradar podria favorecer la presencia de hongos.
Sin embargo, la poblacién de hongos en los dos vermicompost de broza de café se encuentran
dentro de los valores reportados por Nieves (2005) en vermicompost de broza de café de 3,0a 6,1

Log10 UFC/g.

Scheuerell (2003) sugiere que es posible encontrar en algunos compost de estiércoles una mayor
poblacién de microorganismos que en los compost de residuos vegetales debido a |a alta biomasa
microbiana presente en los estiércoles. Sin embargo, esta condicidon solo se presenté en las
poblaciones de bacterias y actinomicetes que fueron superiores en los vermicompost de
estiércoles que en los de broza de café, con y sin desechos de camardn. Las poblaciones de
hongos y levaduras fueron similares en todos los vermicompost evaluados, mientras que los

lactobacilos se encontraron en mayor concentracién en los vermicompost de broza de café.

4.1.3. Caracteristicas generales de los tés de vermicompost.

4.1.3.1. Caracteristicas quimicas.

Un aspecto importante a considerar es que el resultado de andlisis de nutrimentos totales no
provee la informacién necesaria para conocer la disponibilidad de los mismos; no siempre un
abono que contenga mas nutrimentos es el que los libera con mas facilidad (Vandevivere y
Ramirez 1995). Esta observacidon coincide con lo observado en este estudio debido a que

nutrimentos como el P, Mg, Cu, Zn y Mn presentes en los vermicompost de estiércoles y broza de
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café no se encontraron disponibles en los tés de vermicompost elaborados a partir de dichas

materias primas (Cuadros 7 y 8).

Pese a ello, la tendencia general es que los abonos orgdnicos con altas concentraciones de
nutrimentos tienen mayor posibilidad de aportar mayores cantidades de los mismos al sistema
luego de su descomposicidon (Bertsch 1998). Tal es el caso del vermicompost de estiércol caprino
gue presentd el mayor contenido de K de los tres abonos sélidos de estiércol evaluados y también

el mayor contenido de K disponible en el té elaborado con esta materia prima (Ver Cuadros 4y 7).

En el caso de los tés de vermicompost de estiércoles, se encontré azufre Unicamente en el té de
vermicompost bovino con quitina (88 mg/L); mientras que el Fe solamente se presentd en el té de
vermicompost equino (1 mg/L) y el B en los tés de vermicompost equino (1 mg/L) y bovino (2

mg/L).

Cuadro 7. Composicidn quimica de los tés de vermicompost elaborados con los abonos organicos

solidos provenientes de excretas de equino, bovino y caprino.

Té de vermicompost N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B pH
mg/L
EQUINO 69 - 156 47 -- - 1 - - - 1 53
EQUINO CON QUITINA 68 - 105 38 - - - - - - - 6,1
BOVINO 69 - 148 102 - - - - - - 2 7,0
BOVINO CON QUITINA 101 - 129 76 - 88 - - - - - 6,2
CAPRINO 56 - 203 91 - - - - - - - 53
CAPRINO CON QUITINA 8 - 177 62 - - - - . . . 53

Los tés de vermicompost de estiércoles enriquecidos con quitina presentaron un mayor contenido
de N en comparacién con los mismos tés sin quitina, con excepcion del té de vermicompost
equino (Cuadro 7). En el caso del té de origen bovino la adicion de quitina aporté 32 mg/Lde Ny
en el té de origen caprino aportd 28 mg/L de N. El mayor contenido de N lo presentd el té de

vermicompost bovino con quitina (101 mg/L) y el menor el té de vermicompost caprino (56 mg/L).
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Los tés de vermicompost enriquecidos con quitina presentaron niveles menores de Ky Ca que los
tés de vermicompost sin este aditivo. El K se encontrd presente en mayor concentracion en los tés
de vermicompost caprino, con y sin quitina (203 mg/L) y (177 mg/L) respectivamente. Por su
parte, el té de vermicompost bovino mostré el mayor contenido de Ca (102 mg/L) y el té de

vermicompost equino con quitina mostro los valores mas bajos de Ca y K.

En lo que respecta al pH se observd que el té de vermicompost equino y los tés de vermicompost
caprino, con y sin quitina, mostraron los valores mas bajos de pH (5,3); mientras que el té de
vermicompost bovino tuvo un pH neutro (7,0). La adicidn de quitina al té de vermicompost bovino
ocasiond que el pH del medio bajara, no asi en el té de vermicompost equino en el cual la adicién

de quitina causé que el pH subiera a 6,1.

En los tés preparados a partir de los desechos de broza de café, se observd que el mayor
contenido de N se encontré en el té de broza de café con residuos de camardn (105 mg/L), y el
menor en el té de broza de café (73 mg/L). Mientras que el contenido de K oscil6 entre 459 mg/L
y 310 mg/L, encontrandose el mayor contenido en el té de broza de café con quitina y el menor en

el té de broza de café (Cuadro 8).

Los residuos de camarén incorporados al vermicompost al igual que la quitina comercial
adicionada a los tés de vermicompost, son materiales con un alto contenido de N que puede ser
utilizado por las poblaciones de microorganismos presentes en los abonos organicos para
aumentar su biomasa microbiana y a la vez aumentar la produccidn de sustancias promotoras del
crecimiento o la liberacidn de nutrientes contenidos en los abonos sdélidos (Sastoque et al. 2007;

Castro et al. 2011).

El Ca se encontrd presente solo en el té de broza de café con quitina (10 mg/L) y el S en el té de
broza de café con camardn con quitina (38 mg/L). El contenido de Fe fluctud entre 4-8 mg/Ly el
contenido de B se encontré entre 1-4 mg/L, presentando el té de broza de café con camardn y

quitina los menores valores de dichos elementos.
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Cuadro 8. Composicién quimica de los tés de vermicompost elaborados con los abonos organicos

solidos provenientes de broza de café.

Té de vermicompost N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B pH
mg/L

BROZA DE CAFE 73 -- 310 - - - 8 - - - 3 6,7

BROZA DE CAFE CON QUITINA 97 -- 459 10 - - 6 - - - 4 6,3

BROZA DE CAFE CON
CAMARON 105 - 367 -- -- -- 8 -- -- -- 2 7,2
BROZA DE CAFE CON
CAMARON Y QUITINA 79 - 315 -- -- 38 4 -- -- -- 1 7,0

Los tés de broza de café con camarén, con y sin quitina presentaron valores de pH neutros;
mientras que en el té de broza de café y broza de café con quitina los valores del pH fueron un
poco menores. Los residuos de camardn tienen un pH alcalino superior a 9 (Sastoque et al. 2007),
lo cual explicaria la razén por la cual los tés de broza con camardn tienen un pH superior a los
otros tés de broza de café. Sin embargo, la adicién de quitina a los tés de broza de café, con o sin

camarodn generd una pequefia disminucién en el valor del pH.

En términos generales, el contenido de nutrientes presente en los tés de vermicompost de
estiércoles y de broza de café son mds bajos que los obtenidos por Preciado et al. (2011) en un té
preparado con un vermicompost comercial en el cual, el contenido de N fue de (101 mg/L), el P
(15 mg/L), el K (357,6 mg/L), el Ca (178 mg/L), el (Mg 59 mg/L) y el S (831 mg/L). Segun los autores
con la aplicacién de este té a plantas de tomate en invernadero se logré obtener buenos

resultados de rendimiento.

La alta cantidad de microorganismos presente en los vermicompost (Cuadro 6), e inoculada en los
tés afectd la cantidad de nutrientes presentes en el té, ya que la biomasa microbiana en los
abonos organicos actua como sumidero y fuente importante de nutrimentos tales como el C, Ny
P. A medida que los materiales son descompuestos por los microorganismos que los utilizan como
fuente de energia en el caso del C o para la formacion de proteinas y crecimiento en el caso del N,

la biomasa microbiana aumenta, por lo cual los contenidos de N y P disponibles para las plantas se
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reducen pues son inmovilizados por ellos. Un caso similar puede ocurrir con otros elementos tales
como el Mg, Ky S, lo cual explicaria por qué algunos elementos no se detectaron en los analisis

guimicos (Paul y Clark 1996, Meléndez 2003).

4.1.3.2. Caracteristicas microbioldgicas.

En el Cuadro 9 se puede observar que, al igual que en los abonos sdlidos, en los tés de
vermicompost de estiércoles se observd una alta poblacidn de bacterias, siendo particularmente
superior la poblacion de bacterias en el té de vermicompost caprino, con valores mayores a 8,5
Logl0 UFC/ml. Es posible que la alta concentracion de nutrientes en este vermicompost

favoreciera, en general una mayor biomasa microbiana.

Cuadro 9. Poblacién de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos presentes en los

tés de vermicompost preparados a partir de excretas animales.

Té de vermicompost Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos
Log10'UFC/ml
EQUINO 8,5 6,3 3,5 7,0 6,6
EQUINO CON QUITINA 8,5 6,5 3,3 7,0 7,0
BOVINO 8,3 <5,0 2,9 6,0 6,0
BOVINO CON QUITINA 8,5 <5,0 2,6 5,7 6,2
CAPRINO >8,5 7,7 4,7 6,3 7,1
CAPRINO CON QUITINA 8,6 6,3 4,3 6,6 6,7

* UFC: Unidades formadoras de colonias.

En forma general, en los tés de vermicompost de origen bovino, con y sin quitina, se presentaron
las menores poblaciones de microorganismos, siendo particularmente baja la poblaciéon de
actinomicetes (menor de 5,0 logl0 UFC/ml). El vermicompost de estiércol bovino fue el que
presentd la menor poblacidon de actinomicetes y hongos de los tres vermicompost estudiados, lo
gue podria explicar por qué los tés preparados con dicho abono presentaron las menores
poblaciones de estos microorganismos. Ademas, los actinomicetes crecen lentamente en

comparacion con las bacterias, siendo malos competidores cuando hay fuentes de C facilmente
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disponibles, por lo que al elevar la cantidad de nutrientes organicos al hacer un té, su nimero
disminuye por la presion de competencia bioldgica con otros grupos (Sanchez-Yanez 2006, Farfan
y Gutiérrez 2009). Es probable que en los tés de origen bovino con y sin quitina, al altos valores de
pH afectaran negativamente la poblacién de lactobacilos que crece mejor a pH acido que bdsico

(Uribe 2003).

Contrariamente, en los tés de vermicompost de origen caprino se encontraron los contenidos mas
altos de actinomicetes y hongos, posiblemente debido a este tipo de vermicompost tuviera alguna
sustancia quimica que estimulara las poblaciones de estos microorganismos y/o a la habilidad que

tienen estos grupos microbianos para la degradacién de sustancias complejas.

Con respecto, a los tés de vermicompost preparados a partir de los abonos sélidos de broza de

café se observé una alta poblacion de bacterias superior a 8,5 Log10 UFC/ml (Cuadro 10).

Cuadro 10. Poblacidn de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos presentes en

los tés de vermicompost preparados a partir de broza de café.

Té de vermicompost Bacterias  Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos
Log10'UFC/ml
BROZA DE CAFE >8,5 6,3 23 >7,5 71
BROZA DE CAFE CON QUITINA >8,5 6,6 4,0 5,6 5,0
BROZA DE CAFE CON CAMARON >8,5 73 2,8 >7,5 71

BROZA DE CAFE CON CAMARON Y
QUITINA >8,5 7.3 2,3 >7,5 7,7

" UFC: Unidades formadoras de colonias.

En el caso de los actinomicetes la poblacidn fue mayor en los tés de broza de café con desechos de
camarodn con y sin quitina. Al respecto Sastoque et al. (2007) mencionan, que los residuos de
camaron pueden ser utilizados como fuente de C y N por bacterias y actinomicetes quitinoliticos,

lo cual se refleja en un incremento de su biomasa microbiana.
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La poblacién de levaduras fue superior a 7,5 Logl0 UFC/ml en los tés de broza de café con
excepcion del té de broza de café con quitina, cuya poblacién fue de 5,6 Logl0 UFC/ml. Segun
Pacheco (2003), las levaduras se ven favorecidas por la presencia de altas concentraciones de
azucares, en caso contrario las bacterias se desarrollan mejor en concentraciones de azlUcares mas
bajas. Ademas, Uribe (2007) indica que el rango de pH que estimula el crecimiento de las

levaduras se encuentra entre 2,8 y 8,5 con un dptimo de 4,5-6,5.

En cuanto a la poblacidon de hongos, esta fue particularmente alta en el té de vermicompost de
broza de café con quitina con respecto a la observada en los otros tés de vermicompost de broza
de café. Por su parte, la poblacion de lactobacilos fue considerablemente menor en el té de broza
de café con quitina que en los demds tés, en los cuales la poblacion fue superior a 7,1 Logl0

UFC/ml.

4.1.4. Efecto de la aplicacion de los tés de vermicompost a base de estiércoles sobre hojas de

cafeto inoculadas con M. citricolor.

4.1.4.1. Efecto de la aplicaciéon de los tés de vermicompost de estiércoles sobre la

poblacion de microorganismos en las hojas de cafeto.

La poblacién de bacterias y hongos en las hojas de cafeto tratadas con los diferentes tés de
vermicompost de excretas animales, presentaron una interaccion estadisticamente significativa

por el tipo de té utilizado y el tiempo de evaluacién (Cuadro 11).

Asi, se observa que la menor poblacién inicial de bacterias se presentd en el tratamiento testigo,
siendo inclusive menor a la reportada por Mora (1987) creciendo en el filoplano de hojas de cafeto
que fue de 6-8 log10 UFC/ml bacterias. Mientras que los tratamientos con el té de origen equino
con y sin quitina mostraron los valores mas altos al inicio del ensayo (dia 1). Sin embargo, dicha
poblacién disminuyd significativamente con el tiempo (dia 19) en las hojas inoculadas con el té de

origen equino. En los tratamientos a los que se aplicd el té de vermicompost caprino con y sin
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quitina la poblacion se mantuvo estable en el tiempo; en tanto que en los tratamientos con té de
vermicompost bovino con y sin quitina y el testigo, la poblacién aumentd al final del ensayo (dia
19). Lo cual refleja que la aplicacion de los tés de vermicompost de estiércoles sobre las hojas de
cafeto hicieron un aporte de bacterias a la poblacién presente naturalmente en las hojas al inicio
del ensayo, sin embargo, no hubo influyd significativa en la poblacién final de bacterias en

comparacion con la encontrada en el testigo.

Cuadro 11. Efecto de la adicidén de los tés de vermicompost y el tiempo de incubacién sobre la

poblacién de bacterias y hongos en hojas de cafeto.

Tratamiento Tiempo Bacterias (Log10 UFC’/ml) Hongos (Log10 UFC/ml)
TE EQUINO Dia 1 8,0 (e) 2,5 (a)
Dia 19 7,3 (bcd) 3,3 (b)
TE EQUINO CON QUITINA Dia 1 7,5 (de) 2,6 (a)
Dia 19 7,3 (bcd) 3,4 (b)
TE BOVINO Dia 1 6,8 (b) 2,6 (a)
Dia 19 7,5 (cde) 3,3 (b)
TE BOVINO CON QUITINA Dia 1 7,0 (bc) 2,5 (a)
Dia 19 7,6 (de) 3,3 (b)
TE CAPRINO Dia 1 7,1 (bcd) 3,3 (b)
Dia 19 7,4 (cd) 3,5 (b)
TE CAPRINO CON QUITINA  Dial 7,2 (bcd) 2,8 (a)
Dia 19 7,3 (bcd) 3,4 (b)
TESTIGO Dia 1l 4,9 (a) 2,6 (a)
Dia 19 7,3 (bcd) 4,0 (c)

* UFC: Unidades formadoras de colonias.
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

Por su parte, la poblacién de hongos al inicio del ensayo fue significativamente mayor en las hojas
tratadas con el té de vermicompost caprino que en los demas tratamientos; mientras que al final
del ensayo (dia 19) la poblacion en las hojas aumentd significativamente para todos los
tratamientos, especialmente en el tratamiento testigo. Este resultado puede deberse a la

inoculacion del hongo M. citricolor el cual contribuyd al aumento de la poblacién de hongos en el
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recuento final y posiblemente al aumento de la poblacién de microorganismos descomponedores

que utilizaron el tejido infectado como fuente de energia.

Los resultados presentes en el Cuadro 12 muestran que la mayor poblacién de actinomicetes se
presentd en las hojas tratadas con el té de caprino con y sin quitina con respecto al testigo,
mientras que la menor poblacidén se presentd en las hojas tratadas con el té bovino sin mostrar
diferencias significativas con el tratamiento testigo. En el caso de la poblacién de los lactobacilos
no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos con un promedio de 4,5 logl0

UFC/ml.

Cuadro 12. Poblacién de actinomicetes en hojas de cafeto tratadas con tés de vermicompost de

excretas animales.

Tratamiento Actinomicetes (Log10 UFC/ml)
TEEQUINO 5,3 (bc)*

TE EQUINO+ QUITINA 5,5 (bcd)

TE BOVINO 5,0 (ab)

TE BOVINO +QUITINA 4,6 (a)

TE CAPRINO 5,7 (cd)

TE CAPRINO+ QUITINA 6,1 (d)

TESTIGO 4,9 (ab)

+UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

Cabe recalcar que la poblacion de levaduras en las hojas de cafeto tratadas con los tés de
vermicompost de estiércoles animales al inicio del ensayo (dia 1) fue superior a la poblacién
presente en el tratamiento testigo, siendo significativamente mayor en las hojas tratadas con el té
de equino (Cuadro 13). Ademas, la poblacién aumenté considerablemente en el tiempo con
valores superiores a 5,7 log1l0 UFC/ml al final del ensayo en todos los tratamientos. Algunas
levaduras pueden colonizar epifiticamente el filoplano y competir por nutrientes con otros

microorganismos aumentando considerablemente sus poblaciones (Arauz 2011).
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Cuadro 13. Poblacién de levaduras en hojas de cafeto tratadas con tés de vermicompost de

excretas animales.

Tratamiento Levaduras (Log10 UFC*/ml)
TE EQUINO 5,3 (c)*
TE EQUINO CON QUITINA 4,1 (b)
TE BOVINO 4,7 (bc)
TE BOVINO CON QUITINA 4,7 (bc)
TE CAPRINO 4,2 (b)
TE CAPRINO CON QUITINA 4,1 (b)
TESTIGO 2,3 (a)

+UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

Por otro lado, el factor tiempo influyé significativamente en la dindmica poblacional de los
lactobacilos (Cuadro 14) los cuales decrecieron al final del ensayo (dia 19). A pesar de que en la
mayoria de los tés se encontraban en valores superiores a 7,0 Log UFC/ml, su cantidad sobre las

hojas de cafeto fue de mds de 100 veces mas baja.

Cuadro 14. Poblacion de lactobacilos en hojas de cafeto tratadas con tés de vermicompost de

excretas animales al inicio del ensayo (dia 1) y al final (dia 19).

Tiempo Lactobacilos (Log10 UFC*/ml)
DiA 1 4,7 (b)*
DIiA 19 4,2 (a)

+UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05 ).

Cabe destacar que la prueba realizada para evaluar la presencia de E. coli en los tres
vermicompost preparados a partir de excretas animales y los tés de vermicompost preparados con

o sin quitina dio positiva, en tanto que en el tratamiento testigo no se encontré esta bacteria.
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4.1.4.2. Efecto de los tés de vermicompost de estiércoles en el desarrollo de la

enfermedad del ojo de gallo del cafeto.

La menor incidencia de la enfermedad del ojo de gallo evaluada como el porcentaje de hojas
enfermas, se presentd en el tratamiento al que se le aplicé el té de origen bovino, mientras que la
aplicacion de té caprino aumentd la incidencia con respecto a los tés equino, bovino, bovino con

quitina y caprino con quitina (Cuadro 15).

Cuadro 15. Efecto de la aplicacidn de los tés de vermicompost de estiércoles sobre la incidencia y

severidad del ojo de gallo del cafeto.

Tratamiento Incidencia (% hojas enfermas) Severidad (% area foliar dafiada)
TE EQUINO 20 (a)* 2.6 (a)
TE EQUINO CON QUITINA 40 (ab) 6.6 (a)
TE BOVINO 16 (a) 1.3 (a)
TE BOVINO CON QUITINA 28 (a) 4.2 (a)
TE CAPRINO 60 (b) 19.0 (b)
TE CAPRINO CON QUITINA 20 (a) 1.3 (a)
TESTIGO 40 (ab) 2.5 (a)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0.07).

En cuanto a la severidad de la enfermedad determinada por el porcentaje del drea foliar dafiada,
los tratamientos que presentaron la menor severidad fueron los inoculados con el té de origen
bovino y el té caprino con quitina, mientras que el tratamiento inoculado con el té caprino fue

significativamente superior a los demas tratamientos.

En términos generales, los tés de vermicompost presentaron los menores valores de las variables
relacionadas con el desarrollo de la enfermedad, aunque no se diferenciaron significativamente
del testigo; con excepcion del té de vermicompost caprino que favorecid al hongo M. citricolor

(Figura 3).
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Cabe recalcar que aunque el té de vermicompost caprino favorecié el desarrollo de la enfermedad,
la adicién de quitina al té de caprino tuvo un efecto significativo en la reduccion de la incidencia y
severidad del ojo de gallo. Este efecto podria deberse a que la quitina favoreciera el crecimiento
de microorganismos con actividad quitinolitica que afectaran el desarrollo del hongo M. citricolor
o cambios en la composicidn quimica del té que redujera el efecto favorecedor de este té hacia el

desarrollo de la enfermedad.

Otro factor que pudo haber incidido en los resultados obtenidos es la conductividad eléctrica (CE)
de los vermicompost utilizados. En este estudio no se evalud la CE de los tés de vermicompost,
pero el vermicompost de caprino tuvo una CE de 14, 5 mS/cm, lo cual coincide con lo reportado
por Moreno-Caselles et al. (2002), quienes indican que comunmente el estiércol de origen caprino
tiene una CE superior a la de otros estiércoles como el bovino, lo que implica una mayor capacidad
de producir toxicidad a las hojas, lo que podria favorecer al patégeno M. citricolor. Se desconoce
si la adicidn de quitina tiene alglin efecto en la reduccién de la salinidad por lo que habria que

determinar la CE de los tés con y sin quitina.

En términos generales se encontrd que el tratamiento inoculado con el té de vermicompost de
origen bovino, presenté el menor nimero de hojas con lesiones, el menor nimero de lesiones
esporuladas y menor nimero de cabecitas. En cuanto al nimero de hojas con lesiones en el té de
vermicompost bovino fue significativamente menor que en los tratamientos con el té de origen
caprino y el té de equino con quitina y tendié a ser menor que el tratamiento testigo presentado la
mitad de hojas con lesién. El testigo no difirid estadisticamente de ninguno de los tratamientos
con tés de vermicompost, sin embargo presentd después del tratamiento inoculado con té caprino

y té equino con quitina los valores mas altos (Cuadro 16).

Con respecto a la variable nimero de lesiones esporuladas las hojas inoculadas con el té de origen
caprino presentaron un numero significativamente mayor que el testigo y el tratamiento al que se
aplico el té de origen bovino. Lo cual parece indicar que el té de origen caprino favorece la

esporulacidon de las lesiones.
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El tratamiento de té de origen bovino presenté un nimero significativamente menor de cabecitas
que el té de estiércol caprino y los tés de estiércol equino con quitina y bovino con quitina. Lo cual
refleja que el té de origen bovino tuvo un efecto inhibitorio sobre la esporulacién del hongo, pero
la adicion de quitina a dicho té disminuyd la capacidad de supresién de la enfermedad. Al
adicionar quitina al té de origen bovino el contenido de N aumenté mientras que el contenido de K
y el Ca bajo; esto pudo haber afectado la capacidad de supresién del té de bovino con quitina ya
gue altos contenidos de N pueden aumentar la susceptibilidad a enfermedades en las plantas
mientras que los altos contenidos de K y Ca contribuyen a darles mayor resistencia contra el

ataque de enfermedades (Bertsch 1998).

Cuadro 16. Efecto de la aplicacién de los tés de vermicompost de estiércoles sobre hojas de

cafeto en el desarrollo de la enfermedad del ojo de gallo.

Tratamiento N2 hojas con lesion N2 lesiones esporuladas N2 cabecitas
TE EQUINO 15,5 (ab)* 15,9 (abc) 17,6 (ab)
TE EQUINO CON QUITINA 23,9 (b) 22,4 (bc) 22,1 (b)

TE BOVINO 8,6 (a) 9 (a) 9 (a)

TE BOVINO CON QUITINA 17,4 (ab) 22,6 (bc) 23,4 (b)

TE CAPRINO 27,4 (b) 27,1 (c) 26,1 (b)

TE CAPRINO CON QUITINA 15,3 (ab) 15,6 (abc) 14,2 (ab)
TESTIGO 17,9 (ab) 13,4 (ab) 13,6 (ab)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,10).

Es destacable que el té de vermicompost de origen bovino logrd disminuir la produccion de las
cabecitas que son las estructuras de diseminacion de la enfermedad en el campo (Carvajal 1939).
Es posible que el resultado se deba a que este té mostré el mayor contenido de Ca y segun Vargas
(1996), la aplicacion de formulaciones de Ca a las hojas de cafeto tienen un efecto positivo en el
combate de la enfermedad, ya que al aumentar el contenido de calcio en los tejidos se logra
contrarrestar en parte el efecto del acido oxalico sobre el secuestro del calcio estructural de las
paredes celulares que debilita los tejidos y facilita la entrada de la hifa de M. citricolor (Rao y

Tewari 1988).
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Se desconoce si la capacidad supresora de los vermicompost depende del material de origen, de la
especie de lombriz de tierra y del proceso de vermicompostaje. En este sentido, Lores et al.
(2006) demostraron que, en funcion de la especie de lombriz empleada y del residuo de partida,
las comunidades microbianas originadas tras el proceso de vermicompostaje fueron diferentes, lo

gue podria implicar distintas capacidades para la supresién de enfermedades.

Al respecto cabe mencionar que el vermicompost de estiércol caprino elaborado con las excretas
de los machos, fue degradado mas lentamente por las lombrices que el de bovino o equino, segun

observaciones del Ingeniero a cargo de la elaboracién de las vermicompostas (Mora 2010°).

Ademas, los aditivos agregados a los tés de compost para promover el crecimiento microbiano
presente en ellos, podria favorecer el crecimiento saprofitico de patdgenos de plantas vy
neutralizar el potencial de control bioldgico (Scheuerell y Mahaffee 2006). Asi, por ejemplo,
Scheuerell, (2003), observd que con la adicidon de melaza al 0,01% a un té de compost aerdbico, la
capacidad del mismo de suprimir la enfermedad conocida como “damping off” en plantas de

pepino se redujo debido a que el patégeno fue estimulado por la melaza.

Algunas veces no se obtiene una reduccién significativa de las poblaciones del patégeno, porque
las comunidades bacterianas presentes en el té de compost no logran establecerse en la superficie
foliar de la planta o ellas pueden ser lavadas en el tiempo por las aplicaciones de foliares (Al-

Mughrabi et al. 2008).

> MORA, D. Preparacion de los vermicompost de estiércoles animales. (entrevista). Ochomogo, CR.
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Figura 3. Lesiones de ojo de gallo en hojas de cafeto a los 19 dias de ser tratadas con: (A)Té de
origen equino, (B) Té de bovino, (C) Té de caprino, (D) Té de origen equino con quitina,
(E) Té de origen bovino con quitina, (F) Té de vermicompost caprino con quitina, (G)

Agua estéril Testigo.

4.1.5. Efecto de la aplicacion de los tés de vermicompost a base de broza de café sobre hojas de

cafeto inoculadas con M. citricolor.

4.1.5.1. Efecto de la aplicacion de los tés de vermicompost de broza de café sobre la

poblacion de microorganismos en las hojas de cafeto.

La poblacién de bacterias, hongos, levaduras y lactobacilos en las hojas de cafeto tratadas con los
diferentes tés de vermicompost de broza de café, presentd una interaccién estadisticamente

significativa por el tipo de té utilizado y el tiempo de evaluacién (Cuadro 17).
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En forma general, se observé que la aplicacién de los diferentes tés de vermicompost aumenté
significativamente la cantidad de bacterias en la superficie de las hojas. La mayor poblacion de
bacterias se encontré en las hojas de cafeto inoculadas con el té de broza de café. En todos los
casos se observé un aumento significativo de la poblacién de bacterias en el tiempo. A pesar de
que la menor poblacion inicial (dia 1) de bacterias se presentd en las hojas de cafeto con el
tratamiento testigo, al final del ensayo (dia 18) la poblacién del testigo fue similar a la encontrada
en los demas tratamientos. Esto concuerda con lo mencionado por Mora (1987) quien sugiere que
las bacterias constituyen el grupo mas numeroso de organismos en la microflora de la hoja ya que
cuentan con un crecimiento muy rapido y una habilidad para utilizar diferentes formas de

nutrimentos en diversas condiciones sin ser superado por ningln otro grupo.

Cuadro 17. Efecto de la adicidon de los tés de vermicompost y el tiempo de incubacién sobre la

poblacién de bacterias, hongos, levaduras y lactobacilos en hojas de cafeto.

Tratamiento Tiempo Bacterias Hongos Levaduras Lactobacilos

(Log10 UFC*/ml)

TE BROZA CAFE DIA1 7,5 (¢)* 2,8 (a) 6,8 (c) 5,5 (bc)
DIA 18 8,7 (e) 6,7 (d) 6,3 (bc) 6,4 (de)
TE BROZA CAFE CON QUITINA DIA1 7,5 (c) 2,8 (a) 6,3 (bc) 59 (cd)
DIA 18 8,3 (d) 5,8 (c) 6,0 (b) 63 (d)
TE BROZA CAFE CON CAMARON DIA1 6,9 (b) 2,9 (ab) 6,1 (b) 51 (b)
DIA 18 8,2 (d) 5,4 (c) 58 (b) 59 (cd)
TE BROZA CAFE CON CAMARON Y DIA 1 7,2 (bc) 3,5 (b) 6,1 (b) 58 (bcd)
QUITINA DIA 18 8,5 (de) 5,9 (c) 6,2 (b) 7,0 (e)
TESTIGO DIA 1 5,8 (a) 2,9 (ab) 45 (a) 34 (a)
DIA 18 8,2 (d) 5,5 (c) 6,2 (b) 54 (bc)

*UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

En cuanto a la poblacién de hongos al inicio del ensayo (dia 1) se observd que fue mayor en las
hojas de cafeto inoculadas con el té de broza de café con camardn y quitina que en las hojas
inoculadas con los tés de broza de café con y sin quitina; sin diferencias significativas con respecto

al tratamiento testigo. No obstante, la poblacion de hongos al final del ensayo (dia 18) aumentd
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en todos los tratamientos siendo solo significativamente mayor en las hojas de cafeto tratadas con
el té de broza de café con respecto a los demas tratamientos. La inoculacién del hongo M.

citricolor contribuyd a este resultado.

La adicion de los diferentes tés de vermicompost causé un aumento en la poblacion de levaduras
con respecto al tratamiento control al momento de la inoculacién (dia 1). Con excepcion del
tratamiento testigo, la poblacidn de levaduras en las hojas de cafeto inoculadas con los diferentes
tés de broza de café se mantuvo estable en el tiempo. En el caso de las hojas de cafeto para el
tratamiento testigo la poblacion final del ensayo (dia 18) aumenté al punto de que no fue

significativamente distinta a la presente en los demas tratamientos.

La poblacion de lactobacilos aumentd significativamente con el tiempo para todos los
tratamientos incluyendo al testigo, con excepcién del tratamiento del té de broza de café con
quitina. Encontrandose la mayor poblacién final en las hojas de cafeto inoculadas con el té de

broza de café con camarén y quitina.

En el caso de los actinomicetes no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos y se
encontrd una poblacién promedio de 6,2 Logl0 UFC/mI, pero se pudo observar que la poblacidn
inicial (dia 1) de actinomicetes en las hojas de cafeto inoculadas con los tés de broza de café

aumentoé significativamente al final del ensayo (dia 18) (Cuadro 18).

Cuadro 18. Poblacidn de actinomicetes en hojas de cafeto tratadas con tés de vermicompost de

broza de café al inicio del ensayo (dia 1) y al final (dia 18).

Tiempo Actinomicetes (Log10 UFC*/ml)
DiA 1 55 (A)*
DiA 18 6,8 (B)

*UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0.05).
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En los diferentes tés de vermicompost de broza de café se encontré presente la bacteria E. coli, a
pesar de que en los abonos sdélidos no se habia detectado. Al respecto, cabe mencionar que en el
galerdn en el cual se prepararon los vermicompost de broza de café a pesar de ser bajo techo, no
era totalmente cerrado, lo cual permitia el ingreso de perros y aves que podian servir de fuente de
contaminacion de E. coli a través de sus excretas sobre las camas de lombrices (Clesceri et al.

1998) y la adicion de melaza al té pudo favorecer la multiplicacion de la bacteria.

4.1.5.2. Efecto de los tés de vermicompost de broza de café en el desarrollo de la

enfermedad del ojo de gallo del cafeto.

La incidencia y severidad de la enfermedad del ojo de gallo fue mayor en las hojas inoculadas con
los tés de vermicompost de broza de café que en el tratamiento testigo (Cuadro 19). De manera
qgue de un 80-92% de las hojas inoculadas con los tés de vermicompost de broza de café
presentaron lesiones, las cuales abarcaron de un 13,6-24,3% del area de la hoja, mientras que en

el tratamiento testigo se infectaron un 60% de las hojas y el area foliar dafiada fue del 5,4 %.

Cuadro 19. Efecto de la aplicacidn de los tés de vermicompost de broza de café en la incidencia y

la severidad de la enfermedad del ojo de gallo en hojas de cafeto.

Tratamiento Incidencia (% hojas enfermas) Severidad (% area foliar dafiada)
TE BROZA DE CAFE 92 (b)* 24,3 (c)

TE BROZA CAFE CON QUITINA 88 (b) 13,6 (ab)

TE BROZA CAFE CON CAMARON 80 (ab) 16,7 (bc)

TE BROZA CAFE CON CAMARON Y QUITINA 88 (b) 22,3 (bc)

TESTIGO 60 (a) 54 (a)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

Contrario a lo esperado, la adicion de quitina a los tés de vermicompost no produjo un efecto

supresivo sobre el patégeno.

La materia prima utilizada en la elaboracion del vermicompost pudo haber tenido efecto sobre la

supresion de la enfermedad, ya que segun Scheuerell (2003), los tés de vermicompost de
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estiércoles tienen mayor capacidad supresora que los tés hechos con vermicompost de restos
vegetales, asi por ejemplo, observd que el té de compost de gallinaza tuvo un mayor efecto
supresor contra la enfermedad del mildiu polvoso en rosas que el té de compost de desechos de

jardin.

La aplicacion de los diferentes tés de vermicompost elaborados a partir de broza de café no
tuvieron un efecto supresivo contra el hongo M. citricolor; sino por el contrario favorecieron el
desarrollo de la enfermedad (Figura 4), ya que el nimero de lesiones de ojo de gallo en las hojas
de cafeto fue significativamente menor en el tratamiento testigo que en las hojas inoculadas con

los diferentes tés de vermicompost (Cuadro 20).

Cuadro 20. Efecto de la aplicacidn de los tés de vermicompost de broza de café sobre hojas de

cafeto en el desarrollo de la enfermedad del ojo de gallo.

Tratamiento N° lesiones N° cabecitas
TE BROZA CAFE 17,8 (b)* 6,4 (a)
TE BROZA CAFE CON QUITINA 13,3 (b) 13,9 (ab)
TE BROZA CAFE CON CAMARON 15,3 (b) 16,6 (b)
TE BROZA CAFE CON CAMARON Y QUITINA 14,8 (b) 18,6 (b)
TESTIGO 3,8 (a) 9,5 (ab)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,10).

En cuanto al nimero de cabecitas en las hojas de cafeto del tratamiento testigo, este no presentd
diferencias significativas con los tratamientos con los diferentes tés de vermicompost. Sin
embargo, el té de broza de café presenté un menor nimero de cabecitas nuevas con respecto a

los tratamientos del té de broza de café con camarén con vy sin quitina.

Estos resultados sugieren que el patdégeno pudo haber utilizado los nutrientes contenidos en los
diferentes tés de vermicompost de broza de café como fuente de energia, lo cual se reflejé en un
mayor numero de lesiones en los tratamientos inoculados con los tés que en el tratamiento
testigo, en el cual los nutrientes eran limitados. Ademas, los tés de broza de café con camardn con

y sin quitina promovieron una mayor esporulacién de las lesiones del hongo, que el té de broza de
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café, esto podria deberse a que los residuos de camardn aportaron microelementos u otras

sustancias que pudieron haber sido usadas por el patégeno.

Figura 4. Lesiones de ojo de gallo en hojas de cafeto a los 18 dias de ser tratadas con: (A) Té de
vermicompost de broza de café, (B) Té de vermicompost de broza de café con quitina, (C)
Té de vermicompost de broza de café con camardn, (D) Té de vermicompost de broza de

café con camardn y quitina, (E) Agua estéril Testigo.

4.2. Efecto de la aplicacion de los lixiviados de vermicompost sobre hojas de cafeto inoculadas

con M. citricolor.

4.2.1. Caracteristicas generales de los lixiviados de vermicompost.

4.2.1.1. Caracteristicas quimicas.

Los lixiviados han sido considerados tradicionalmente, como un fertilizante liquido orgéanico

debido a los altos contenidos de nutrientes presentes en ellos (Garcia et al. 2008).
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El mayor contenido de N, P y K se encontré en el lixiviado de vermicompost de broza de café con
residuos de camardn que presentd 76 mg/L de N, 21 mg/L de P y 668 mg/L de K; mientras que el
lixiviado de vermicompost bovino mostrd los menores valores de dichos elementos (Cuadro 21).
Estos resultados superan los contenidos de N, P y K encontrados por Preciado et al. (2011) en un
lixiviado de vermicompost diluido hasta obtener una CE de 2,0 dS/m, pero son menores a los

reportados por Garcia et al. (2008) en un lixiviado de vermicompost de estiércol bovino sin diluir.

Segun Garcia et al. (2008), los lixiviados de vermicompost se deben diluir antes de aplicarlos a las
plantas debido a que la alta concentracidén de nutrimentos pueden causar problemas de toxicidad
por el alto contenido de sales, por lo cual recomienda diluirlo al menos al 50% para evitar los

problemas de toxicidad.

Cuadro 21. Composicion quimica de los lixiviados diluidos al 10% obtenidos de la preparacién de

vermicompost de broza de café, broza de café con desechos de camardn y excretas

de bovino.
Tipo de lixiviado N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B pH
mg/L
BROZA DE CAFE 45 19 427 —~ - 62 92 -~ o~ o~ 2 8,0
BROZA DE CAFE CON
CAMARON 76 21 668 -~ - 33 24 - - - 1 8,2
BOVINO 20 14 352 -~ - 29 2 o~ — - . 95

El mayor contenido de S (62 mg/L) y Fe (92 mg/L) se presentd en el lixiviado de vermicompost de
broza de café, mientras que en el lixiviado de vermicompost bovino se encontraron los valores
mas bajos de Sy Fe, sin ser detectado el contenido de Boro. Estos contenidos de azufre son cinco

veces inferiores al reportado por Preciado et al. (2011) en un lixiviado de vermicompost.

Los contenidos de Ca, Mg, Cu, Zn y Mn no pudieron ser detectados en ninguno de los lixiviados,
mientras que Preciado et al. (2011), reporté contenidos de Ca de 12,6 mg/Ly de Mg de 6,84 mg/L

en un lixiviado de vermicompost.
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Los resultados del pH muestran que el valor mas alto se encontro en el lixiviado de vermicompost
bovino (9,5), seguido del lixiviado de broza de café con camardn con un valor de 8,2 y el lixiviado
de broza de café con un pH de 8,0. Este resultado supera al valor de pH observado por Garcia et

al. (2008) en un lixiviado de vermicompost de estiércol bovino sin diluir con un pH de 7,8.

4.2.1.2. Caracteristicas microbioldgicas

En términos generales, el lixiviado de broza de café con camardén presentd una poblacidn de
microorganismos mayor que los lixiviados de broza de café y de estiércol bovino (Cuadro 22).
Probablemente debido a los mayores contenidos de N, P y K presentes en este lixiviado que

favorecieron el crecimiento de la biomasa microbiana (Meléndez 2003).

Cuadro 22. Poblacidn de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos presente en

los lixiviados de vermicompost.

Tipo de lixiviado Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos

(Log10 UFC*/ml)

BROZA DE CAFE 6,0 43 2,0 2,0 6,1
BROZA DE CAFE CON CAMARON 6,9 5,8 2,3 3,2 6,5
BOVINO 6,1 41 2,0 2,5 3,8

*UFC: Unidades formadoras de colonias

Las poblaciones de los grupos de microorganismos evaluados fueron altas tomando en cuenta que
corresponden a la poblacidn presente en los lixiviados diluidos al 10%. Esto concuerda con lo
reportado por Fortis et al. (2009), quien sugiere que los lixiviados de vermicompost son ricos en

elementos nutritivos y en microorganismos.

En cuanto a la poblacién de bacterias, actinomicetes y hongos esta fue similar entre los lixiviados
de broza de café y el lixiviado bovino. Mientras que la poblacién de lactobacilos fue
considerablemente mayor en el lixiviado de broza de café y broza de café con camardén que en el

lixiviado bovino. Es posible que el alto valor del pH (9,5) del lixiviado bovino limitara el
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crecimiento de la poblacion de lactobacilos, ademas, de que el lixiviado de vermicompost de

origen bovino tenia el contenido mas bajo de nutrientes de los tres lixiviados lo cual pudo tener un

efecto en la menor produccién de biomasa microbiana (Meléndez 2003).

4.2.2. Efecto de la aplicacion de los lixiviados de vermicompost en las hojas de cafeto.

4.2.2.1 Efecto de la aplicacion de los lixiviados de vermicompost sobre la poblacién de

microorganismos en las hojas de cafeto.

Se presentd un efecto de la aplicacidn de los lixiviados de vermicompost y el tiempo de incubacién

sobre las poblaciones de bacterias y levaduras en las hojas de cafeto (Cuadro 23). La poblacion de

bacterias al inicio del ensayo (dia 1) fue significativamente mayor en las hojas tratadas con el

lixiviado de broza de café con residuos de camardn que en las hojas del tratamiento testigo. Al

final del ensayo (dia 20) la poblacién de bacterias en las hojas aumentd para todos los

tratamientos, pero fue significativamente mas alta en el tratamiento con lixiviado bovino que en

lixiviado de broza de café con camardn, sin diferencias estadisticas con el testigo.

Cuadro 23. Efecto de la adicion de los lixiviados de vermicompost y el tiempo de incubacién

sobre la poblacién de bacterias y levaduras en hojas de cafeto.

Tratamiento

Tiempo  Bacterias (Log10 UFC'/ml)

Levaduras (Log10 UFC/ml)

LIXIVIADO BROZA CAFE

LIXIVIADO BROZA CAFE CON CAMARON

LIXIVIADO BOVINO

TESTIGO

DIA1 5,1 (ab)*
DIA 20 7,5 (cd)
DIA1 5,2 (b)
DIA 20 7,4 (c)
DIA1 4,8 (ab)
DIA 20 7,9 (d)
DIA1 4,7 (a)
DIA 20 7,7 (cd)

3,1 (b)
5,2 (c)
3,2 (b)
5,1 (c)
3,3 (b)
4,9 (c)
2,4 (a)
5,3 (c)

*UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).
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En lo que respecta a la poblacidn de levaduras en las hojas de cafeto se encontré que la poblacién
inicial (dia 1) fue significativamente mayor en las hojas tratadas con los lixiviados de vermicompost
qgue en las hojas del tratamiento testigo. No obstante, la poblacién de levaduras aumenté con el
tiempo y al final del ensayo (dia 20) no se presentaron diferencias significativas entre

tratamientos.

Por otra parte, la poblacion de actinomicetes y de lactobacilos fue significativamente mayor en las
hojas de cafeto inoculadas con los lixiviados de broza de café y broza de café con camardn que en
las hojas inoculadas con el lixiviado bovino y el testigo (Cuadro 24). Mientras que, en el caso de la
poblacién de hongos observados en las hojas de cafeto no se presentaron diferencias significativas

entre tratamientos y se encontrd en un valor promedio de 2,9 log10 UFC/ml.

Cuadro 24. Poblacién de actinomicetes y lactobacilos en hojas de cafeto tratadas con lixiviados de

vermicompost.

Tratamiento Actinomicetes (Log10 UFC*/ml) Lactobacilos (Log10 UFC/ml)
LIXIVIADO BROZA CAFE 4,7 (b)* 5,2 (b)
LIXIVIADO BROZA CAFE CON CAMARON 5,2 (b) 4,6 (b)
LIXIVIADO BOVINO 4,0 (a) 3,5 (a)
TESTIGO 3,7 (a) 3,0 (a)

*UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).

Como se observa en el Cuadro 25, la poblacidon de actinomicetes, hongos y lactobacilos aumenté

significativamente con el tiempo.

Cuadro 25. Poblacién de actinomicetes, hongos y lactobacilos en hojas de cafeto tratadas con

lixiviados de vermicompost al inicio del ensayo (dia 1) y al final (dia 20).

Tiempo Actinomicetes (Log10 UFC'/ml)  Hongos (Log10 UFC/ml) Lactobacilos (Log10 UFC/ml)
DiA1 3,3 (a)* 2,1 (a) 2,9 (a)
DIiA 20 5,5 (b) 3,7 (b) 5,2 (b)

*UFC: Unidades formadoras de colonias
* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,05).
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Cabe mencionar que en los lixiviados estudiados no se observd la presencia de E. coli, esto
concuerda con lo reportado por Garcia et al. (2008), quienes no encontraron la presencia de las
bacterias E. coli, Salmonella y Shigella en varios lixiviados de vermicompost bovino evaluados; lo
cual sugiere que la accién microbiana de los organismos presentes en la cama de lombrices y su
posterior paso por el tracto digestivo de las lombrices actian como un biofiltro de los
microorganismos patdégenos, asi mismo el alto valor del pH de los lixiviados no permitié el

crecimiento de E. coli.

4.2.2.2 Efecto de la aplicacion de los lixiviados de vermicompost en el desarrollo de la

enfermedad del ojo de gallo del cafeto.

La aplicacion de los lixiviados de vermicompost sobre las hojas de cafeto no tuvo un efecto
significativo sobre la incidencia y severidad de la enfermedad del ojo de gallo, con respecto al
testigo (Cuadro 26). Sin embargo, se observa una tendencia a un menor porcentaje de hojas
enfermas en los tratamientos inoculados con los lixiviados de broza de café y de broza de café con

residuos de camaron.

Cuadro 26. Efecto de la inoculacidn de las hojas de cafeto con lixiviados de vermicompost diluidos

al 10% sobre el desarrollo de la enfermedad del ojo de gallo.

Tratamiento Incidencia (% hojas enfermas) Severidad (% area foliar dafiada)
LIXIVIADO BROZA CAFE 4 (a)* 1,2 (a)
LIXIVIADO BROZA CAFE CON CAMARON 8 (a) 0,8 (a)
LIXIVIADO BOVINO 16 (a) 1,3 (a)
TESTIGO 24 (a) 0,8 (a)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0.05).

En este ensayo la infeccidon de las hojas de cafeto con la enfermedad del ojo de gallo fue baja
inclusive en el tratamiento testigo (Figura 5), comparada con los resultados obtenidos en las

pruebas de supresion con los tés de vermicompost de estiércoles y los tés de vermicompost de
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broza de café, a pesar de que se mantuvieron condiciones similares a las utilizadas para los otros

ensayos.

Una posible explicacidén es que la cepa de M. citricolor utilizada en este ensayo ya tenia algunos
meses de estar en refrigeracién, y cuando se empezd a reproducir de nuevo la esporulacion y el
crecimiento de micelio fue que el observado en los ensayos anteriores, por lo cual se podria creer
gue la virulencia de la cepa se vio afectada por el tiempo de almacenamiento. Ademas, Barquero
(2012)° menciond que en pruebas realizadas en el ICAFE inoculando hojas de cafeto con cabecitas
de M. citricolor la capacidad de infeccidn de las cabecitas es muy diversa, algunas son muy
infectivas y otras nunca germinan. Ademas, existen otros factores que influyen en el éxito de la
infeccidn de las cabecitas como el tipo de hoja utilizada, si eran hojas nuevas o adultas, si las
plantas estuvieron en el campo o en invernadero, ya que inclusive hay respuestas variables entre

hojas de una misma planta.

Segun Litterick et al. (2004) los lixiviados de compost se pueden utilizar para el control de plagas y
enfermedades, puesto que tienen una gran abundancia y diversidad de microorganismos
benéficos. Ademds, contienen quimicos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de hongos

patdgenos.

En las hojas de cafeto inoculadas con los lixiviados de vermicompost de broza de café y broza de
café con camardn se presentdé el menor nimero de lesiones esporuladas y nimero de cabecitas
con respecto al tratamiento testigo. El lixiviado bovino no difirié estadisticamente de ninguno de

los tratamientos (Cuadro 27).

® BARQUERO, M. 2012. Manejo del hongo M. citricolor in vitro. (entrevista). San José, UCR.
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Cuadro 27. Efecto de la aplicacién de lixiviados de vermicompost diluidos al 10% sobre las hojas

de cafeto en el desarrollo de la enfermedad del ojo de gallo.

Tratamiento N° lesiones esporuladas N°cabecitas
LIXIVIADO BROZA CAFE 8(a) 8 (a)
LIXIVIADO BROZA CAMARON 8(a) 8(a)
LIXIVIADO BOVINO 10 (ab) 9,6 (ab)
TESTIGO 16 (b) 16,4 (b)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0,10).

Este resultado es prometedor, ya que los lixiviados de broza de café tuvieron un efecto inhibitorio
sobre las estructuras de diseminacion de la enfermedad en el campo, lo cual refleja el potencial de
la utilizacién de los lixiviados de broza de café para combatir el ojo de gallo y reducir el inoculo de

M. citricolor capaz de generar nuevas infecciones en las plantas.

Figura 5. Lesiones de ojo de gallo en hojas de cafeto a los 20 dias de ser tratadas con: (a) Lixiviado
de vermicompost de broza de café, (b) Lixiviado de vermicompost de broza de café y

desechos de camarén, (c) Lixiviado de vermicompost bovino, (d) Agua estéril Testigo.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La materia prima utilizada en la elaboracién de los vermicompost para la obtencién de lixiviados o
preparar los tés influyd en las caracteristicas quimicas, microbioldgicas y la capacidad de suprimir

al hongo M. citricolor.

La aplicacion de los lixiviados y tés de vermicompost hizo un aporte de microorganismos a las

hojas de cafeto, las cuales tendieron a aumentar con el tiempo.

Se encontrd la presencia de la bacteria E. coli en los diferentes tés de vermicompost no asi en los
lixiviados de vermicompost. Lo que implica que los lixiviados de vermicompost son inocuos por lo
gue podrian ser aplicados a plantaciones cuyo producto final es para consumo fresco tales como
lechuga, tomate, pepino, entre otros; sin el riesgo de estar inoculando posibles bacterias
patdgenas capaces de causar enfermedades en los seres humanos. Sin embargo, los tés de
vermicompost no fueron inocuos por lo cual se recomendaria primero evaluar la presencia de E.
coli, antes de aplicarlos en algun cultivo para conocer su potencial de contaminarlo con bacterias

patdgenicas humanas.

El programa Image J fue una herramienta exitosa para determinar el area de la hoja y el drea de

las lesiones.

No se puede generalizar que todos los tés de vermicompost son efectivos en el combate de
enfermedades, ya que el té de vermicompost de estiércol bovino tuvo un efecto en la disminucidn
de la enfermedad del ojo de gallo, mientras que el té de vermicompost caprino favorecié el

desarrollo del hongo M. citricolor.

La adicion de quitina a los tés de vermicompost tuvo un efecto diverso, ya que en el té de

vermicompost caprino la adicion de quitina redujo la enfermedad con respecto al té de origen
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caprino, mientras que en los tés de bovino y equino el enriquecimiento con quitina favorecio el

desarrollo de M. citricolor.

En los tés de vermicompost de broza de café el enriquecimiento con desechos de camardn o la
adicion de quitina no mostraron un efecto significativo en la capacidad de supresién del té sobre el

hongo M. citricolor, ya que en todos los tratamientos con estos tés el hongo se vio favorecido.

Los lixiviados de vermicompost de broza de café con y sin desechos de camardn diluidos al 10%
mostraron un efecto positivo en la supresion de la enfermedad del “ojo de gallo” en condiciones

de laboratorio.

En futuras investigaciones se podria dar continuidad al estudio del té de vermicompost bovino con
y sin la adicidn de melaza, para ver su efecto en las poblaciones de microorganismos incluyendo E.

coliy su efecto en la capacidad de supresion del ojo de gallo del cafeto.

Se podrian evaluar distintas concentraciones de los lixiviados de broza de café para el combate del

“ojo de gallo” del cafeto en condiciones de laboratorio, invernadero y campo.

Seria recomendable analizar el efecto de la aplicacién del té de vermicompost bovino y los

lixiviados de broza de café en hojas infectadas previamente con el hongo M. citricolor.

Evaluar otras variables que podrian influir en la capacidad de supresion de los lixiviados y tés de
vermicompost tales como la relacion C/N de los vermicompost y la conductividad eléctrica de los

abonos liquidos.
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7. APENDICE

1. Preparacion de los vermicompost y obtencidn de los lixiviados

El proceso de produccidn del vermicompost a base de broza de café se realizd en la Cooperativa
Coopepalmares. Para la alimentacién de las lombrices se utilizd broza que fue composteada
durante 30 dias, los volteos se realizaron tres veces por semana utilizando un BOB CAT (Figura 1).
El material composteado se aplicé a razén de 20 kilos por metro cuadrado de lecho de lombriz
cada semana, formando una capa de 10 centimetros de alto. A los 8 dias se recolectd el
vermicompost. En el caso del vermicompost de broza de café enriquecido con camardn, cada
semana se adicioné ademds de la broza, un kilo de cdscara de camardén por metro cuadrado de
lecho de lombriz (estos procesos estan registrados con los procedimientos que son requisitos en la

Norma 1SO 14000 2004) (Vargas 20107).

Figura 1. Preparacién del vermicompost de broza de café. (a) Composteo de la broza de café por

30 dias, (b) cama de lombrices para el vermicomposteo por 8 dias.

’ VARGAS, F. 2010. Preparacion de los vermicompost de broza de café. (entrevista). Palmares, CR. Coopepalmares.
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Las camas de lombrices se mantuvieron con una humedad al 60% por medio de regaderas
microaspersoras de agua, con el fin de regular la temperatura y mantener un ambiente adecuado
para la alimentacién y reproduccion de las lombrices. El drenaje del lixiviado del vermicompost de
broza se recolectdé en un tanque de 5 000 litros de capacidad, mientras que el lixiviado de la cama
de lombrices con vermicompost de broza de café con desechos de camardn se recolectd en un

recipiente aparte (Vargas 2010).

Los vermicompost de estiércoles se prepararon en la Estacion Experimental Alfredo Volio, para lo
cual se utilizaron camas de lombrices formadas por una estructura de block de aproximadamente
1,5m x 1,5m con un piso de plastico y manteniendo una pequeia pendiente para facilitar la
recoleccion de los lixiviados en el canal recolector (Figura 2). En cada cama se colocd una capa
pequefia de vermicompost a la que se adicionaron dos kilos de lombriz y semanalmente se
agregaron entre 10 y 12 kilos de estiércol fresco. La preparacién del vermicompost a base de
estiércol bovino, se realizé disponiendo la boiiiga en tres lineas sobre la cama de vermicompost,
mientras que en el caso del vermicompost a base de excretas de equino y caprino éstas se
distribuyeron uniformemente en toda la cama. La boiiga se dispuso de esta manera ya que, al
tratarse de un material con mucha humedad al ser aplicado de manera uniforme podria limitar la

disponibilidad de oxigeno (Mora 20108).

En los tres casos las lombrices se alimentaron durante dos meses. El contenido de humedad de las
camas se mantuvo utilizando un sistema de riego por aspersién, la cual se verificd segun el
método propuesto por Ferruzi (1986), el cual consiste en comprimir un puiiado del material con la
mano y comprobar que no suelta agua, en este caso la humedad corresponderia a un 70-80%.
Transcurrido ese tiempo las camas de lombrices se dejaron en reposo por un mes previo a su

recoleccion (Mora 2010).

8 MORA, D. 2010. Elaboracién de los vermicompost de estiércoles. (entrevista). Ochomogo, CR. UCR.
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Figura 2. Estructura utilizada en la elaboracion de las camas de lombrices para el vermicompostaje

de los estiércoles y recoleccion de los lixiviados.

2. Metodologia para los andlisis microbioldgicos y de estabilidad de los abonos organicos.

2.1. Recuentos de microorganismos en diferentes sustratos.

Se pesd con una espatula estéril 10 g de suelo y se colocd en una botella que contenia 90 mL de
agua destilada estéril. En el caso de liquidos se inocularon 10 ml de la muestra en 90 mL de agua

estéril.

En la cdmara de transferencia se hicieron diluciones seriadas 1:10 de las muestras obtenidas
anteriormente. Para ello se adicionaron utilizando una micropipeta, 1 mL de la muestra diluida al

proximo tubo que contenia 9 mL de agua estéril.

A partir de las diferentes diluciones se transfirid una alicuota de 100 pl de cada dilucién a los

respectivos platos con los medios de cultivo y las diluciones que se utilizaron (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Medios de cultivo y diluciones utilizados en los recuentos de microorganismos.

Recuento Dilucién en tubo Dilucién en plato Medio de cultivo
Hongos 10°, 10°, 10° 10°, 10%, 10° PDA
Bacterias y Actinomicetes 103, 10* , 10° 10* , 105, 10° Albuminato de sodio
Levaduras 10* 103, 10* 103, 104, 10° Extracto de Malta
Lactobacilos 104, 10°, 10° 10%, 10*, 10° MRS

Las asas de Digralsky se desinfectaron por flameo después de sumergirlas en alcohol de 95¢2.
Luego, se colocd el plato petri sobre el plato giratorio, se levantd la tapa y se extendié la alicuota

con el asa. Los platos se invirtieron e incubaron a temperatura ambiente.

El conteo de las unidades formadoras de colonias se realizé aproximadamente a los cuatro dias

para hongos, levaduras y lactobacilos; y a los 8 dias para bacterias y actinomicetes.

2.2. Determinacion de Coliformes Fecales y Escherichia coli en abonos organicos liquidos y

solidos.

El nUmero mas probable de coliformes (NMP) presentes en una muestra esta basado en férmulas
de probabilidad y es un estimado de la densidad promedio de bacterias coliformes. Deriva de los
resultados obtenidos al sembrar una porciéon de la muestra en caldos de cultivo apropiados, que
contienen lactosa y campanas invertidas que permiten la observacién de la presencia de CO,, a
partir de la lactosa. Después de incubar los tubos, se examind la presencia de crecimiento y gas

(tubos positivos).

Se inoculd un alicuota de 1 mL de los abonos, los tés de compost y los lixiviados, en cinco tubos de
caldo lauril triptosa (CLT) con campanas de Durham para detectar la produccion de gas. Los tubos
inoculados se incubaron a 352C por 48 horas, la lectura de la presencia de gas se hizo a las 24 y 48

horas. Si habia gas en alguno de los tubos, la prueba se consideraba positiva.
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Los tubos positivos se transfirieron al medio caldo bilis verde brillante. Los tubos que presentaron

produccion de gas a las 24 o0 48 horas de incubacién a 359C, se consideraron positivos.

Los tubos procedentes de la prueba de coliformes fecales se subcultivaron en caldo triptona y se
incubaron 24 horas a 44,59C para evaluar la formacién de indol, para ello se adicioné 0,5 mL de
xilol, se agitd y se adicioné 0,5 mL de L Naftol. Una prueba positiva era indicada por la formacion

de una coloracién rosada en la interfase (Anillo rojo después de la adicion del L-Naftol).

2.3. Determinacion de la estabilidad de abonos organicos

Se pesd 10g del abono que se secéd a 702 C durante 1 dia para determinar el peso seco. Las
muestras de vermicompost se preincubaron a temperatura ambiente durante 3 dias. Se reajustd

el contenido de humedad al 70-85%.

Se pesaron 20g del abono por duplicado en beakers y se colocaron en la jarra de incubacién.

Dentro de la jarra se colocd un recipiente con 10 mL de agua y otro con 20 ml de NaOH 1 Molar.

Se prepararon 4 blancos colocando 4 beakers que contenian 20 ml de NaOH 1M en la jarra de
incubacién. El envase se cerré herméticamente y se incubd a 352C. Posteriormente, se determind
la cantidad de CO, absorbida por el NaOH durante un periodo de 4 dias, para ello se adiciond al
recipiente con NaOH 20 mL de BaCl. Se transfirid cuantitativamente a un erlenmeyer y se

adicionaron 3 gotas de fenoftaleina. La solucidn se titulé utilizando HCI 0,5M.

Calculos: Estabilidad
CO, (mgCO, g'sV d™)=[(B-V) x (M uq E)]: [Pfx UM]

B= mL de HCI consumidos al titular el NaOH del blanco.
V=mL de HCl consumidos al titular el NaOH de la muestra.
M= Molaridad del HCl

E= Peso equivalente del C en el CO,.C del NaOH
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Pf= Peso fresco de la muestra

UM= Unidad de masa, fraccion de sélidos volatiles determinada a 550°C .

t= Duracién de la incubacion (dias)

SV= Sdlidos volatiles. Se colocd la muestra en una mufla (500 eC) y se calculé el porcentaje de

sélidos volatiles (g VS g™ compost).





