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RESUMEN

El “Ojo de Gallo”, causado por el hongo Mycena citricolor, es una enfermedad
de importancia econdémica que afecta seriamente el cultivo del cafeto en nuestro pais. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacion de biofermentos y de
lixiviados de vermicompost en la supresion de la enfermedad, en condiciones de
laboratorio y de invernadero. El trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agronémicas de la Universidad
de Costa Rica.

Se prepararon biofermentos de estiércol bovino y de estiércol bovino con
residuos de camaron, asi como lixiviados a partir de vermicompost de broza de café y

broza de café con restos de camarodn.

Se efectuaron tres ensayos a nivel de laboratorio utilizando hojas de cafeto en
camara humeda y uno a nivel de invernadero. En el primer ensayo se evaluo el efecto de
dos biofermentos en dos dosis distintas (5% y 10%) sobre Mycena citricolor. En un
ensayo posterior, se evalud el uso de dos lixiviados de vermicompost en tres dosis
diferentes (5%, 10% y 20%). La aplicacion de los diferentes abonos liquidos en ambos
experimentos se hizo 24 horas antes de la inoculacion con el hongo M. citricolor. En un
tercer experimento, se evaluaron las mejores dosis de aplicacion de cada uno de los
abonos, en tres tiempos distintos, 24 horas antes de la inoculacion con M. citricolor, una
hora después de la inoculacion con el hongo y 24 horas después de la inoculacion. El
disefio experimental utilizado fue un irrestricto al azar. La unidad experimental a nivel
de laboratorio estuvo conformada por una cdmara himeda compuesta por cinco hojas de
cafeto de tamafio uniforme, a las cuales se les asperj6 10 ml de los diferentes abonos

liquidos. Se realizaron cuatro puntos de inoculacion por hoja.

Posteriormente, el mejor tiempo de aplicacion y las dosis de abonos previamente
elegidas, se llevaron a condiciones de invernadero. La unidad experimental estuvo
constituida por plantas de cafeto con una edad fisioldgica de afio y medio, se asperjo
150 ml por planta, se utilizaron cuatro ejes plagiotropicos y 4 hojas por bandola para un
total de 16 hojas por planta. Se realizaron dos puntos de inoculacién por hoja en planta.

Las variables evaluadas comprendieron el nimero de lesiones por hoja
(incidencia del patdogeno), numero de lesiones con cabecitas, nimero de cabecitas por
lesion y el area de la lesion (severidad), donde esta ultima variable se determind con

ayuda del programa Image J.
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Se determiné la composicion quimica y el pH de los abonos liquidos, asi como
la presencia de coliformes fecales y de otros microorganismos como bacterias,

actinomicetes, hongos, levaduras y lactobacilos.

Los resultados de la investigacion a nivel de cdmara humeda mostraron que se
obtuvo efecto supresivo en la enfermedad del “Ojo de Gallo”, en el tratamiento
biofermento de estiércol bovino al 10% (Lactobiol). Con respecto a los lixiviados de
vermicompost, el mejor efecto supresivo lo presentd el lixiviado de vermicompost de
broza de café con camar6on en la dosis del 20%. El tiempo de aplicacion de los
tratamientos Lactobiol 10% y lixiviado de vermicompost de broza de café mas camarén
20% donde se obtuvo un mayor efecto supresor fue el de 24 horas antes de la
inoculacion con el hongo M. citricolor. A nivel de invernadero, el lixiviado a partir de
vermicompost de broza de café con camarén en la dosis del 20% tuvo un efecto
significativamente menor en la infeccion causada por M. citricolor. Los coliformes
fecales estuvieron presentes en los lixiviados de vermicompost pero no en los

biofermentos.

Los resultados indican que el Lactobiol 10% y el lixiviado de vermicompost de
broza de café con camardn 20% tienen potencial para el combate de la enfermedad, no
obstante, seria necesario realizar estudios a nivel de campo para evaluar el
comportamiento de estos productos en condiciones agroclimaticas distintas y

cambiantes.

Palabras claves: “Ojo de Gallo”; Mycena citricolor; cafeto; Coffea arabica;
biofermentos; lixiviados de vermicompost; abonos organicos; supresion de la

enfermedad.
Directora de investigacion: Dra. Lidieth Uribe Lorio.

Unidad Académica: Escuela de Agronomia
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1. INTRODUCCION

El cultivo y la exportacion de café (Coffea arabica L.) constituyd en Costa Rica
la primera fuente de surgimiento economico, antes que lo fuera en otros paises de
América Central, convirtiéndose entre los afios 1840 y 1890 préacticamente en el inico
producto de exportacion del pais (Buitelaar et al. 2000). La produccion cafetalera en
Costa Rica representa una actividad econdmica para mas de 50 000 familias, de las
cuales el 90% corresponde a pequefios y medianos productores (Mora 2008, Villegas
2011, Instituto del Café de Costa Rica (ICAFE) 2012).

La produccion nacional de café correspondiente a la cosecha 2011-2012 se
incrementd por segundo afio consecutivo, al situarse en 2 382 965 fanegas', lo que
significa un incremento del 13,30% con respecto a lo registrado en el periodo previo,
siendo la anterior de 2 103 287 fanegas. Segin datos proporcionados por el Banco
Central de Costa Rica, el subsector café¢ gener6 en el ano 2011 la cantidad de
US$374,88 millones en divisas para el pais, un 45,6% mayor que en el 2010,
convirtiéndose esta cifra en la mas alta de la ultima década, gracias a los mejores
precios de exportacion experimentados durante todo el ano 2011. Los US$374,88
millones de ingresos generados por las exportaciones de café en 2011 representan un
3,60% del total de ingresos por exportaciones del pais y un 15,64% del total de divisas
generadas por el sector agropecuario (ICAFE 2012).

La enfermedad conocida en el pais como ojo de gallo, causada por el hongo
Mycena citricolor (Berk. y Curt.) Sacc. (=Omphalia flavida), es una de las
enfermedades que ocasiona mas dafos, especialmente en plantaciones con excesiva
sombra, alta humedad en el suelo y mal manejo de la poda (Borbon 1999, Orozco 2000,
Rivillas y Castro 2011). Barquero (2011a) indica que el combate del ojo de gallo
aumenta la estructura de costos total por fanega en un 5,5%, un porcentaje bajo si se
compara con otros rubros de costos como el pago de las labores de cultivo (26%), la
inversion en insumos de fertilizantes (14%) y con el pago de la recoleccion de café
(29%). Al respecto, Borbon (1999) sefiala que M. citricolor es un hongo que tiene la
capacidad de limitar la produccion de café, debido a que es una enfermedad de ciclo
multiple o policiclica, con la capacidad de reproduccion de numerosas generaciones de
indculo secundario responsable de su incremento en las areas cultivadas, por lo cual se
debe contar con una buena estrategia de combate, ya que la misma puede causar dafos

que reduzcan hasta en un 50% la produccion.

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



La cosecha 2012-2013, se pronostica en 2 236 894 fanegas de café fruta, lo que
significa una disminucion del 6,13% con respecto al periodo anterior. Al parecer, el
factor climatico ha determinado un cambio en la severidad de algunas de las
enfermedades de importancia econdmica, esto debido a que las lluvias han disminuido
en muchas regiones cafetaleras del pais, favoreciendo un incremento en la incidencia de
otras enfermedades como la roya del cafeto, no obstante, lo esfuerzos en la busqueda de
nuevas alternativas para el combate del “ojo de gallo” continuan en desarrollo de
investigacion (ICAFE 2012).

La enfermedad puede afectar seriamente cafetos que se encuentran en areas frias,
hiimedas y muy sombreadas; en zonas con altitudes mayores de 650 msnm con
prevalencia de humedad relativa alta y temperaturas entre 19°C y 23°C. A pesar de esto,
en nuestro pais puede presentarse en zonas como San Carlos, que aunque esta situada a
una altitud de 600 msnm, presenta abundantes lluvias en los meses frios que van de
noviembre a enero, condiciones que favorecen el desarrollo de la enfermedad (Echeverri
1997).

Segun Chaves (1996), dependiendo de las condiciones de humedad, el hongo
puede alcanzar niveles de incidencia iniciales superiores a 40% y provocar una caida en
el rendimiento de un 20-30% en el mismo afo de la epidemia. Dentro de este mismo
aspecto, el ICAFE (2011) agrega que en una plantacion en la que no se maneje
adecuadamente la enfermedad, la defoliacion puede llegar hasta un 95% entre los meses
de setiembre a octubre, con una reduccion de la cosecha de un 80%.

Se menciona que factores como el mal manejo de la fertilizacion y las podas, el
uso inoportuno de fungicidas, densidades de siembra mayores a 5000 plantas/hectarea,
la siembra de cultivares muy susceptibles como Catimores en zonas productoras que
superan los 1100 msnm y la presencia de niveles importantes de indculo residual en el
campo, son los principales causantes de las altas incidencias de la enfermedad al inicio

de la época lluviosa (Monterroso 1998, Mora 1999).

Los esfuerzos en el control bioldgico de la enfermedad se efectuaron en Costa
Rica a partir de los afios ochenta, mediante el uso del hongo Trichoderma spp. y
bacterias antagonistas. A nivel de laboratorio, los resultados mostraron ser promisorios,
presentando un efecto antagénico a M. citricolor, sin embargo, en el campo el combate
de la enfermedad fue limitado debido a la poca persistencia de los antagonistas en el
tejido foliar durante la época de mayor precipitacion y a la presencia de diferentes
ecotipos de Trichoderma spp. que lograron establecerse solo en ciertos agroecosistemas.
Lo anterior ocasiond que no se le diera seguimiento a la investigacion (Curling 1986,
Mora 1987, Calvo 1988).



Aunque actualmente el uso de productos comerciales como la validamicina, el
tebuconazol + triadimenol, cyproconazol y la azoxistrobina (en orden de eficacia),
constituyen la mejor alternativa quimica para el manejo de la enfermedad (Barquero
2012), el alto costo de los productos sintéticos, su capacidad limitada de combatir la
enfermedad solo cuando la incidencia es baja (4-8%), la contaminacién 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).

Segtin el informe anual del Centro Agrondmico Tropical de Investigaciones y
Ensenanza (CATIE 2000), el manejo del ojo de gallo es complejo atn con el uso de
fungicidas. A nivel internacional se ha venido investigando el uso de abonos organicos
con el fin de aumentar la fertilidad del suelo y combatir patdogenos radicales y foliares
(Al-Mughrabi et al. 2008, Radovich 2009). Dos tipos de abonos organicos poco
estudiados son los biofermentos (conocidos como bioles) y los lixiviados de
vermicompost. Los biofermentos son abonos liquidos producidos por la fermentacion
anaerobica de residuos de frutos, plantas y/o estiércoles y su transformacion en
nutrientes disponibles a plantas y biomasa microbiana (Restrepo 2001, Bertsch 2003,
Instituto para el Desarrollo y la Democracia (IPADE) 2009). Por el proceso de
fermentacion, los abonos organicos ademas de nutrientes, aportan vitaminas, enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, antibidticos y una gran riqueza microbiana. Su
aplicacion puede hacerse directamente sobre las plantas o sobre los suelos (Picado y
Afasco 2005).

Actualmente, se ha estudiado el uso de los lixiviados de vermicompost para
promover el crecimiento de las plantas, como fuente de nutrientes y microorganismos
benéficos (Al-Mughrabi et al. 2008, Radovich 2009). Los lixiviados de vermicompost
han sido ampliamente utilizados como fertilizante liquido organico a nivel de cultivos
como el tomate en invernadero (Preciado et al. 2011) y el maiz para la produccion de
forraje (Garcia et al. 2008, Fortis et al. 2009). Recientemente, se realizaron estudios del
efecto supresivo de los lixiviados de vermicompost para el combate del ojo de gallo del
cafeto, obteniéndose inhibicion del hongo a nivel in vivo cuando se utilizaron lixiviados
de broza de café y broza de café con camardon (Zamora 2012). Sin embargo, se
desconoce si los lixiviados tienen efecto sobre la enfermedad en plantas a nivel de

invernadero.

Durante mucho tiempo, la biotecnologia ha buscado la manera de utilizar
materias existentes en la naturaleza para convertirlas en nuevas fuentes que permitan la
fabricacion de distintos productos y la optimizaciéon en los procesos de manejo de
materia residual de las diversas industrias, incluyendo la camaronera; los desechos de

este tipo de industrias son vertidos al mar o enterrados afectando el entorno natural. La
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quitina es un componente fundamental de este tipo de residuos (Sastoque 2005). Este
polimero natural o sus derivados pueden impedir el crecimiento de hongos y de otros
microorganismos fitopatdgenos asi como la activacion en plantas de los mecanismos de
resistencia sistémica adquirida (Sastoque et al. 2007, Rodriguez et al. 2009).

La adicién de quitina a los abonos organicos 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). Por otro lado, la quitina, por una
reaccion de desacetilacion que elimine al menos un 50% de sus grupos acetilo, se
convierte en quitosano (poli(B-N-acetil-glucosamina-co-p-glucosamina)) (Larez 2006).
Este biopolimero ha sido utilizado como agente fungicida y bactericida, para la
estimulacion del crecimiento, como inductor de mecanismos de defensa en la planta,
con accion nematicida, entre otros. Asi por ejemplo, se tiene que el quitosano es mejor
inhibidor de la germinacion de Penicillium expansum que de Botritys cinerea; también
ha sido mas efectivo sobre los conidios que sobre las hifas de algunos hongos
fitopatogenos, donde su actividad fungicida se ha asociado desde hace mucho a su
caracter cationico (Larez 2008). Con la incorporacion de residuos de camarén a los
abonos se podrian obtener derivados de quitina con efecto en el combate de M.
citricolor.

La utilizacion de residuos organicos en la elaboracion de abonos, le permite al
productor reducir la dependencia de insumos externos de alto costo y convertir su finca
en una unidad productiva mas rentable. Esta practica también permite proteger el medio
ambiente de la aplicacion desmedida e irracional que se ha venido haciendo de
productos quimicos altamente contaminantes y de igual forma, reducir el impacto
social, mediante la utilizacién de productos menos nocivos para la salud de las personas.
Es necesario incursionar dentro del concepto de agricultura sostenible, donde se dé un
manejo adecuado del agroecosistema y de los recursos que se encuentran disponibles en
la finca, convirtiéndolos en subproductos valiosos que no sean considerados solamente
como desechos (Meléndez y Soto 2003, Soto 2003b).

En la actualidad, el manejo del “ojo de gallo” es de tipo integrado (distancia de
siembra apropiada, poda de plantas agotadas o muy enfermas, deshija, manejo adecuado
de la sombra, manejo oportuno de malezas y combate quimico), sin embargo, a pesar de
estas medidas, el ojo de gallo continua siendo un problema importante. Por otro lado, la
informacion relacionada al efecto que puedan tener los abonos organicos en la
enfermedad es incipiente pero con una tendencia promisoria, es necesario profundizar y
sustentar mucho mas los avances en informacién que puedan tener estos abonos en la
supresion de la enfermedad a fin de convertir su utilizacion en un componente mas del

manejo integrado. Debido a lo anterior, se pretende evaluar el efecto de los
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biofermentos y lixiviados de vermicompost sobre la incidencia, numero de lesiones
esporuladas por hoja, nimero de cabecitas por lesion y la severidad de M. citricolor en
cafeto.

1.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de biofermentos y lixiviados de vermicompost, obtenidos a partir de
materiales de origen animal y vegetal, sobre la incidencia y severidad del hongo M.
citricolor (Berk.y Curt.) Sacc en hojas de cafeto (Coffea arabica L.) en condiciones de
laboratorio y de invernadero.

1.2. Objetivos Especificos

1.2.1. Evaluar a nivel de laboratorio, el efecto de dos dosis de biofermentos, obtenidos a
partir de estiércol bovino y su enriquecimiento con restos de camaro6n, sobre la
supresion del hongo M. citricolor (Berk.y Curt.) Sacc en hojas de cafeto (Coffea
arabica L.).

1.2.2. Conocer el efecto, a nivel de laboratorio, de tres dosis de lixiviados de
vermicompost, obtenidos a partir de broza de café y su enriquecimiento con restos de
camaroén, sobre la supresion del hongo M. citricolor (Berk. y Curt.) Sacc en hojas de
cafeto (Coffea arabica L.).

1.2.3. Determinar en cudl momento de aplicacion de los abonos liquidos, las mejores
dosis muestran el mayor combate de la enfermedad ojo de gallo (M. citricolor) en hojas
de cafeto (Coffea arabica L.).

1.2.4. Evaluar en invernadero, las mejores dosis y el tiempo de aplicacion, en el
combate de la enfermedad ojo de gallo (M. citricolor) en plantas de cafeto (Coffea
arabica L.).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de la enfermedad.

El ojo de gallo fue observado por primera vez en el afio 1876 por Saenz en
Colombia, sin embargo, ¢l lo confundié con Hemileia vastatrix, luego Cooke en 1880 lo
clasifico entre los hongos Imperfectos con el nombre de Stilbum flavidum. En 1914,
Maublanc y Rangel describieron la fase perfecta como un hongo en forma de sombrilla
color amarillo brillante, clasificindolo como un Basidiomycete bajo el nombre de
Omphalia flavida. Luego Ashby en 1925 comprobo, a nivel de laboratorio, mediante
cultivos en medio artificial, que tanto S. flavidum como O. flavida provenian del mismo
micelio y por lo tanto eran el mismo hongo. Afios mas tarde, Dennis en 1950, al
examinar muestras de Agaricus citricolor, llegé a la conclusion que este hongo era una
especie de Mycena y sugirié el nombre de Mycena citricolor (Uribe 1946, Vargas et al.
1990, Wang y Avelino 1999).

La enfermedad es conocida desde hace mas de un siglo y en nuestro pais los
reportes sobre dafios causados por la misma datan desde principios del siglo y casi 90
afios después, la estrategia en el manejo y combate del hongo es muy similar (Robert
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1999). Esta enfermedad recibe diferentes nombres “ojo de gallo”, “gotera”, “mancha
suramericana de la hoja” o “American leaf spot of coffee” (nombre que recibe en
inglés). Este ultimo nombre se atribuye a que es una enfermedad que fue encontrada en
todas las areas cafetaleras del Continente Americano. Es causada por el hongo M.
citricolor, el cual pertenece a la clase Basidiomycete, subclase Homobasidiomycete, del
orden de los Agaricales y a la familia Agaricaceae (Uribe 1946, Borbon 1999, Wang y

Avelino 1999).

El principal dafio que causa M. citricolor a la plantacion de café es la
defoliacion, ya que las hojas caidas no se repondran facilmente y el grano crecerd
pequeiio. Si bien esta enfermedad no mata a la planta, provoca un serio debilitamiento
que favorece otras enfermedades y disminuye seriamente la produccion (Leandro y Soto
1980, Vargas et al. 1990). Barquero (2011a) sefiala que plantaciones atacadas por el ojo
de gallo con niveles de incidencia iniciales del 20% en un ambiente favorable para la
enfermedad y sin control quimico, podrian sufrir pérdidas de cosecha mayores o iguales
aun 60%.



2.1.1. Morfologia.

El hongo produce dos tipos de cuerpos fructiferos: las gemas o cabecitas (estado
asexual o anamorfico) y el basidiocarpo (estado sexual o teleomorfico). 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 5°C y 30°C; siendo la
temperatura optima de 24°C. El mejor pH para su crecimiento es 4,2 pero puede hacerlo
bien entre 2 y 7 (Vargas et al. 1990, Wang y Avelino 1999).

La fase asexual se le denomina comunmente “cabecita” o “gema” (Figura 1).
Estas estructuras solo se desarrollan durante la época lluviosa (Borbon 1999). Las
gemas son pequefias estructuras amarillas en forma de alfiler; constan de un pedicelo y
una cabeza, la cual se desprende facilmente cuando madura. Los filamentos tienen una
altura de 1-3 mm; mientras que el didmetro de la cabeza es de 0,36 mm. La consistencia
de la cabeza es sdlida y el espacio entre las células estd recubierto por un mucilago
transparente. La formacion de las cabecitas depende de la presencia de luz, bajo
condiciones de oscuridad no hay desarrollo de las mismas (Vargas et al. 1990, Wang y
Avelino 1999, Rivillas y Castro 2011, Barquero 2012).

El basidiocarpo, correspondiente a la fase sexual (estado perfecto del hongo)
(Figura 1), ocurre muy poco en la naturaleza, y se ve favorecido por altas
precipitaciones y humedades, tanto en el suelo como en el ambiente. De acuerdo a
expertos, este estado tiene poca importancia en la reproduccion del hongo. Se forma en
hojas caidas y muy ocultas protegidas de los rayos solares, en zonas con alta humedad
relativa sin corrientes de aire a una temperatura menor a los 21°C. Es mas grande que la
gema, tiene forma de sombrilla y produce y libera gran cantidad de basididsporas. Si las
condiciones de alta humedad y nubosidad permanecen por un tiempo prolongado, estas
estructuras pueden ser vistas tanto en frutos como en hojas atn en la planta. Es una
estructura de color amarillo intenso que mide 1-2 cm de alto y posee estrias radiales de
2,0-4,5 mm de didmetro. Las basididsporas son ovoides, hialinas y de 14,0-17,5 p de
tamafio (Vargas et al. 1990, Borbon 1999, Wang y Avelino 1999, Barquero 2012).

Buller y Vanterpool (1926), descubrieron que tanto el micelio como las gemas o
cabecitas de M. citricolor producian luminiscencia y que esta emision de luz se
presentaba cuando el micelio estaba en crecimiento activo, de alli que ya se le conocia
como “candelilla”.
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Figura 1. Ciclo de Mycena citricolor, segin Orozco y Calder6n (2010).

2.1.2. Sintomatologia y diseminacion del patégeno.

Vargas y colaboradores (1990) indican que la enfermedad se caracteriza por la
aparicion de manchas circulares u ovaladas sobre las hojas, cuyo diametro es de 0,5-1,0
cm, visibles tanto por el haz y por el envés. Las lesiones se inician como puntos café
oscuro de borde indefinido, al alcanzar su tamafio final presentan un borde bien
marcado con poca o ninguna clorosis alrededor y son de color café claro grisaceo o café
rojizo. El tejido de una lesion vieja es de consistencia papelosa y seca, y a veces se
rompe y se cae, principalmente al llegar el periodo seco.



En condiciones climaticas muy humedas, se puede observar sobre las lesiones,
“cabecitas” o “gemas” que emergen perpendicularmente en nimero que pueden variar
desde 1 hasta 40 o mas por lesion (Carvajal 1984). Las fructificaciones del hongo
pueden encontrarse tanto en el haz como en el envés de la hoja (Vargas et al. 1990,
Barquero 2012). Estas estructuras, una vez maduras, se desprenden por la accion de
gotas de lluvia que las transportan a hojas adyacentes. Se ha observado que existe una
gradiente de dispersion horizontal, la cual puede alcanzar hasta 170 cm. Las cabecitas
por lo general caen sobre el haz de las hojas, en donde quedan adheridas por medio de
una sustancia mucilaginosa en un tiempo minimo de 15 minutos. Si hay suficiente
humedad o presencia de agua libre, germinan produciendo gran cantidad de hifas de
infeccion, las cuales penetran la epidermis y atacan el tejido interno (Wellman 1950,
Monterroso 1998, Wang y Avelino 1999). Si la gema cae sobre una lesion, entra en
estado de latencia en espera de una posibilidad de pasar a tejido sano pues no puede
desarrollarse en tejido enfermo. A causa de la transmision por el agua, el mayor nimero
de manchas se encuentra en las hojas interiores (Uribe 1946).

El efecto de la enfermedad sobre el rendimiento del cultivo se debe
principalmente a la defoliacion. La defoliacion no depende tanto del niimero de lesiones
por hoja, sino de la ubicacion de las mismas, ya que una lesion en la vena central, cerca
de la base de la hoja, causa epinastia en hojas jovenes y caida prematura en hojas
adultas. Se ha encontrado que este fenomeno se atribuye a la presencia de una enzima
que impide el flujo normal de auxinas desde la ldmina al peciolo (Carvajal 1984, Wang
y Avelino 1999).

Las lesiones se presentan también en los frutos, los que también se caen. Las
manchas en el fruto pueden abarcar més de la mitad del grano. En este caso, la mancha
se presenta en bajo relieve y se adhiere al grano. Si el grano no ha alcanzado su
desarrollo completo, el micelio del hongo penetra facilmente todos los tejidos interiores
y provoca su caida. En los granos afectados, la miel y los tejidos se resecan y son
facilmente quebrados al ser despulpados, resultando generalmente en una almendra
manchada (Méndez 1937, Wellman 1950, Carvajal 1984, Wang 1988, Vargas et al.
1990, Lopez 1994, Ramirez 1994, Monterroso 1998, Vargas 2004). Los frutos, en sus
primeros meses de desarrollo, tienen un pH que varia de 4,8 a 5,0, el cual proporciona
un medio muy favorable al desarrollo del hongo, también se ha comprobado que entre
los cuatro y seis meses de su formacion, tienen la composicion quimica ideal para el
avance de la enfermedad (Uribe 1946). Por otra parte, en brotes tiernos y en frutos las
manchas tienden a ser ovaladas, inicialmente negruzcas, luego aumentan de tamaio y
cambian a color café y mas tarde, a gris mostrandose como un cancer ligeramente
hundido (Asociacion Nacional del Café (ANACAFE) 1998, Guharay et al. 2000).



Segtin Rivillas y Castro (2011), la lluvia es el principal agente dispersante de las
cabecitas de M. citricolor. El viento también juega un papel importante transportando
las hojas enfermas desprendidas de los cafetos afectados. Asi mismo, las vellosidades
de cuerpos de los insectos, resultan aptos para desplazar cabecitas, y el personal de
campo, durante las labores culturales, también puede contribuir a la diseminacion de la
enfermedad.

2.1.3. Mecanismo de infeccién.

Segin Arauz (2011), en algunos hongos, como por ejemplo M. citricolor, la
patogénesis involucra la producciéon de acido oxalico. Ayer y Browne (1990)
investigaron los metabolitos toxicos producidos por M. citricolor, los cuales fueron
separados, aislados y purificados. Se identificaron varios compuestos como D-manitol,
ergosterol, peroxido-ergosterol, acido citricolico y acido oxalico. Los autores evaluaron
la actividad biologica de los metabolitos y llegaron a la conclusién de que el acido
oxalico era la unica toxina producida por el hongo. El acido oxalico es una toxina no
especifica y es un 4cido organico fuerte que captura el calcio estructural (Ca”") de los
pectatos de las paredes celulares debilitandolas, lo que facilita la entrada del patdgeno.
El calcio es un importante constituyente de los pectatos, también forma parte de la
construccion estructural de los bloques de la ldmina media y estd asociado con la
estabilidad de la membrana y activacion de enzimas que toman parte en la sintesis de
ATP (Tewari et al. 1986, Rao y Tewari 1987 y 1988, Ayer y Browne 1990, Tewari
1990).

En un experimento llevado a cabo por Rao y Tewari (1987) sobre la produccion
de acido oxalico por este hongo, observaron que los cristales formados en el medio de
cultivo subyacente al crecimiento de M. citricolor, y en los puntos de infeccion sobre
los tejidos de la hoja, eran compuestos de polihidrato de oxalato de calcio, lo cual

sugiere que el dcido oxalico juega un rol clave en la patogénesis de este hongo.

Es concebible también que el 4cido oxalico, por disminucion del pH celular,
active enzimas como la oxidasa del acido indolacético (IAA-oxidasa), la celulasa y la
poligalacturonasa favoreciendo la degradacion del tejido. La oxidasa del &cido
indolacético es una enzima que inactiva el IAA, lo cual origina una interrupcion del
flujo normal de auxinas desde la [amina foliar hacia el peciolo, lo que produce abscision
y caida prematura de las hojas (Rao y Tewari 1987).

Rao y Tewari (1989), observaron la formacion de cristales de oxalato de
magnesio en hojas de café, en lesiones de tejido infectado por M. citricolor. Se
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demostrd que el acido oxalico producido por el hongo también secuestra el magnesio.
Segun estos autores, es posible que el secuestro de magnesio por el dcido oxélico pueda
tener un significado en el deterioro de los cloroplastos y ribosomas en las células
infectadas.

2.1.4. Epidemiologia.

Trabajos de investigacion recientes realizados en el Centro de Investigaciones en
Café (CICAFE), confirman que las zonas cafetaleras mas afectadas por la enfermedad,
se caracterizan por mantener durante 6 o 7 meses al afio una alta ocurrencia de dias con
lluvia (Barquero 2011a). La epidemiologia de M. citricolor estd muy influenciada por la
humedad ambiental, la distribuciéon de lluvias diarias, la presencia constante de
nubosidad que disminuye la radiacion solar y los rayos ultravioleta (UV) durante el dia,
junto con bancos de niebla durante la mafiana y/o la tarde favorecen el desarrollo de la
enfermedad. Estas condiciones propician una pelicula de agua tanto sobre las hojas
como sobre las lesiones causadas por el patdgeno, induciendo la formacion de cabecitas
0 gemas, responsables de mantener y aumentar la presencia de esta enfermedad en los
cafetales. Estas mismas condiciones ambientales favorecen la sobrevivencia de las
estructuras de reproduccion al evitar la desecacion de la cabecita o gema antes de iniciar

un nuevo proceso de infeccion (Barquero 2012).

Segin lo indica el Programa Cooperativo Regional para el Desarrollo
Tecnologico y Modernizacion de la Caficultura (PROMECAFE) (1990), la enfermedad
se desarrolla con mayor intensidad en zonas con temperaturas entre 18°C y 24°C,
periodos largos de alta nubosidad y lluvias intensas (2000-4000 mm anuales); en
plantaciones con poca luminosidad y deficiente ventilacion. Esto ultimo origina la
condensacion de la humedad en el suelo o en las capas inferiores, lo que impide su
evaporacion. Segun indica Bonilla (1980), en plantaciones donde las temperaturas
sobrepasan los 23°C, la enfermedad pierde importancia y se disemina muy poco. Las

temperaturas bajas favorecen la propagacion y la existencia del hongo.

Estudios realizados por Bonilla (1980), Umana et al. (1990) y Avelino et al.
(1993), en localidades de El Salvador, Costa Rica y Guatemala, respectivamente,
evidenciaron que el desarrollo de la enfermedad depende, en gran medida, de la
fluctuacion estacional de la lluvia y la humedad relativa, pues una vez que las lluvias
empiezan, el numero de hojas enfermas y el numero de lesiones por hoja aumentan
rapidamente, poco tiempo después inicia la produccion de gemas o cabecitas. Estos
autores determinaron que es mucho mas importante la distribucion de las lluvias en el

tiempo, que la cantidad total de lluvia caida en un determinado periodo. Bonilla (1980),
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indica que los mayores niveles de enfermedad se presentaron de julio a octubre, con un
marcado incremento en setiembre, por lo que la humedad relativa alta (mayor al 80%)
fue mas importante que la temperatura baja (18°C-24°C), en el desarrollo de la
enfermedad.

El nivel de indculo primario tiene un papel preponderante en la enfermedad. En
el caso del ojo de gallo, mientras mas alto es el nivel de in6culo residual, mas
rapidamente se alcanza el pico de infeccion, llegando a causar pérdidas severas o totales
(Umaiia et al. 1990, Wang y Avelino 1999).

En Costa Rica, el pico de infeccion del ojo de gallo del cafeto ocurre en
setiembre-octubre, lo cual coincide con los meses de mayor precipitacion. La
enfermedad empieza a decaer en diciembre y los niveles mas bajos se dan entre febrero
y mayo, que es la época mas seca del afio (Borbon et al.1997, Wang y Avelino 1999).
Esto ultimo coincide con lo sefialado por Vargas (2004), quién indica que al llegar la
época seca, se produce una inhibicion completa de la dispersion de la enfermedad. No
obstante, en periodos secos, el hongo que causa el ojo de gallo puede permanecer
activo, en las hojas mas bajas del cafeto donde hay reserva de humedad, en los canceres
que provoca en las ramas y en los frutos afectados. También, puede permanecer en otras
plantas susceptibles dado que, ademas del café, el hongo ataca arvenses comunes o
arboles de sombra, en plantaciones de café (Monterroso 1998, Guharay et al. 2000). Se
han encontrado mas de 550 especies de plantas que son susceptibles a ser atacados por
este hongo, dentro de las cuales se encuentran varios tipos de monocotiledoneas,
dicotileddneas y teridofitas (Uribe 1946, Wang y Avelino 1999, Rivillas y Castro 2011).

Estudios realizados por Bonilla (1980) y Guharay et al. (2000), indican que las
gemas o cabecitas requieren de 18 a 25 horas de alta humedad, bajo una luz difusa, para
comenzar a producir las nuevas infecciones. Resultados similares fueron reportados por
Vargas (2004), quién indica que el proceso de infeccion del hongo inicia a una
temperatura de 20 °C y requiere minimo de 24 horas de mojadura foliar.

Se ha determinado que la cabecita puede germinar dentro de la primera hora de
haber sido depositada sobre la superficie de la hoja (Wang y Avelino 1999). Bajo
condiciones de laboratorio, Barquero (2012) sefala que son necesarios alrededor de 2
dias desde la llegada de la gema a la 1amina foliar hasta el desarrollo visual de la lesion.
Posteriormente, entre 8 y 11 dias son necesarios para la formacién de nuevas gemas. Es
decir, desde que inicia la infeccion de una gema hasta que esta produce nuevas
estructuras de diseminacion, el desarrollo de la enfermedad tarda de 10 a 14 dias, bajo
las siguientes condiciones: temperatura diurna de 21,5 °C, temperatura nocturna de 18
°C, 90% de humedad relativa y luminosidad de 760 lux.
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2.2. Medidas para el manejo de la enfermedad.

2.2.1. Combate cultural.

El combate cultural consiste en cualquier practica que tenga como propdsito
reducir la humedad dentro del cafetal y con ello, la presencia de agua libre (Wang y
Avelino 1999). De ahi la importancia de implementar practicas tales como regulacién
de la sombra, la poda por surco, la deshija y la deshierba (ANACAFE 1998, Barquero
2011a). Aunque la eficiencia del combate cultural no es absoluta, si contribuye a
mejorar el combate quimico. En un estudio realizado por Avelino y colaboradores
(1992), observaron que la incidencia de la enfermedad oscilaba entre un 8 y 18% en
surcos aledafios a surcos recién podados, mientras que la incidencia subia a un 44% en
surcos cuyos vecinos no habian sido podados. Esto llevd a sugerir que el combate
quimico podria dirigirse a éstos ultimos surcos, donde se presentaba la mayor

incidencia, ahorrando hasta un 50% del costo del combate.

2.2.2. Combate quimico.

Uno de los primeros fungicidas que se encontré que tenia algun efecto sobre la
enfermedad, fue el caldo bordelés (hidréxido de calcio + sulfato de cobre). Sin
embargo, los productos cupricos no representaban una buena alternativa durante los
meses de mayor precipitacion, lo que propicio la busqueda de otras opciones (Wang y
Avelino 1999).

A partir de 1954 se empezaron a usar en el pais fungicidas a base de cobre con
accion protectora, luego se utilizé el arseniato de plomo con muy buenos resultados para
el combate de la enfermedad. Sin embargo, la inadecuada utilizaciéon por parte de los
productores, sumado a la alta toxicidad del producto (con una DL50 de 100 mg/Kg) y al
riesgo de que suspendieran exportaciones de café por la presencia de residuos en el
grano, obligd al MAG a suspender la importacion del arseniato de plomo (Mora 1999).

Antes de la prohibicion al uso del arseniato de plomo en 1986, se determiné la
eficacia de algunos fungicidas triazoles (inhibidores de la sintesis del ergosterol) en el
combate de la enfermedad. Dentro de los triazoles evaluados, el fungicida SAN 619 F
(cyproconazole) se presentd como un producto sistémico, con una buena acciéon para
reducir los problemas generados no solo por el ojo de gallo, sino también por otros
problemas patologicos que afectan el cultivo. El uso de cyprononazole (Atemi 10 SL),
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de otros triazoles como el tebuconazole + triadimenol (Silvacur combi 30 EC) es, junto
con los fungicidas de accion protectora (cobres), la mejor alternativa quimica que se

mantiene dentro de un manejo integrado de la enfermedad (Mora 1999).

Por otra parte, en investigaciones realizadas por Borbon et al. (1997) y Borbon
(1998), determinaron que fungicidas como Amistar (312 g de P.C/ha), Silvacur (0,75 L
P.C/ha) y algunas de sus mezclas (Atemi y Silvacur), resultaron efectivos para
disminuir el nivel de infeccion del ojo de gallo pero el nivel de combate vari6
considerablemente en las diferentes zonas cafetaleras de Costa Rica, mostrando
efectividad cuando los niveles de infeccion 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 plantaciones sin tratamiento quimico, el nivel de
infeccion en las plantaciones tratadas con los fungicidas podria ser superior al 50% atn
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 (Triovit 4,0 g/L) presentaron muy poco efecto
sobre la reesporulacion 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 reesporulacion 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.

Segun Barquero (2012), el control quimico debe estar ligado a la observacion de
las condiciones ambientales y al conocimiento del avance de la enfermedad. Es
importante evaluar la evolucion de la enfermedad en la primera mitad del invierno, ya
que aunque no se observa un gran desarrollo de la misma, esta crece de una manera que
no es facilmente perceptible. El mismo autor indica que, actualmente, no existe ningiin
fungicida con efecto curativo-erradicante y que el mercado unicamente ofrece
fungicidas con accidn preventiva, cuya funcion es detener la formacion de gemas y la

germinacion de estas estructuras reproductivas.

El ICAFE recomienda la utilizacién de los fungicidas sistémicos: Silvacur
Combi 30 EC o Atemi 10 SL en mezcla con Cepex 10 SL para alcanzar el mejor
combate de la enfermedad, mediante la implementacion de tres aplicaciones al afio. De
acuerdo a los estudios de eficacia biologica realizados por el ICAFE con mas de 45
diferentes fungicidas y mezclas de ellos, los fungicidas sistémicos: Atemi o Silvacur por
si solos no logran igualar el combate obtenido cuando se utilizan en mezcla con Cepex,
mientras que los fungicidas no sistémicos o de tipo protector se comportan igual a no
aplicar agroquimicos (Barquero 2011a).
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La mezcla de Atemi + Cepex (250 ml + 1 L por estafion) ha logrado tener un
combate muy efectivo de la enfermedad al evitar la formacion de gemas, por lo que se
recomienda utilizarlo en las areas de la finca donde existe una gran cantidad de indculo
residual o que la enfermedad se encuentra en desarrollo, con el fin de impedir la
formacion de gemas, hasta por un periodo de 40 dias limitando de este modo el
crecimiento explosivo de la enfermedad (Barquero 2012).

La aplicacion de los fungicidas concuerdan con los meses que presentan
mayores picos de esporulacion, con el fin de evitar el aumento de la severidad de la
enfermedad al final del afo, la cual se espera no supere el 3%. La primera aplicacion se
realiza a finales del mes de mayo o a principios del mes de junio, la segunda se efectua
a principios del mes de agosto y la tercera se hace a finales del mes de setiembre
(ICAFE 2011). Se recomienda utilizar en zonas muy favorables para el desarrollo de la
enfermedad, Atemi (250 ml) + Cepex (1 L) por estaiidon de 200 L o Silvacur (350 ml) +
Cepex (1 L) por estaindén, mientras que en sitios con menor influencia de la enfermedad
se recomienda aplicar Orios (350 ml/200 L) o Silvacur (350 ml/200 L). De igual
manera, Delgado y Rodriguez (2009), sugieren que de presentarse areas de mayor
afeccion, es recomendable complementar el manejo integrado con la aplicacion de
fungicidas en los meses de mayo, agosto y setiembre, utilizando dos opciones: Atemi
(500 ml) + Cepex (2 L) por hectarea o Silvacur (700 ml) + Cepex (2 L) por hectarea.

2.2.3. Combate bioldgico.

El combate biologico consiste en la regulacion de un organismo como
consecuencia de la actividad de otro, lograndose con ello un equilibrio poblacional, lo
cual significa, la regulacion de la poblacion de un organismo que esta afectando al
cultivo y generando pérdidas econdmicas (plaga), mediante la accion de otro que
naturalmente ha sido disefiado para ejercer dicha funcion. Se busca con esto, estabilizar
poblaciones y llevarlas por debajo del nivel de dafio econémico (NDE) (Rodriguez et al.
2010). Baker y Cook (1982), definen este concepto como la reduccion de indculo o las
actividades de un patdgeno o pardsito en su estado activo o de reposo, mediante la

accion de uno o varios organismos.

La mayor parte de los estudios de combate biologico desde el punto de vista
fitopatologico se han enfocado mas en hongos del suelo que en enfermedades de tipo
foliar (Vargas 1984). En Costa Rica, se ha generado investigacion a nivel de laboratorio,
in vitro, in vivo, en invernadero y en campo sobre el combate del ojo de gallo, mediante
el uso de los hongos Trichoderma spp. y T. harzianum, los cuales han mostrado accion

parasitica y litica sobre el micelio y cabecitas de M. citricolor. Sin embargo, se ha
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demostrado que el parasitismo de este hongo se ve afectado por factores como el pH del
medio, la relacion carbono/nitrégeno y la edad del cultivo (Paez 1976).

Vargas (1984), en una plantacion del cultivar “Typica” con alta infeccion de ojo
de gallo encontr6 que al utilizar espolvoreo de T. harzianum Rifai con oxicloruro de
cobre (Cobox 88%), broza de café¢ y almidéon de yuca, obtuvo la mayor reduccion del
nimero de lesiones con cabecitas y de cabecitas por lesiéon, que cuando aplicd
solamente el fungicida o T. harzianum. Segln este autor, el Cobox ayudé a mejorar el
combate bioldgico, posiblemente por algin efecto de sinergismo.

Curling (1986) encontrd a nivel de laboratorio que al realizar aplicaciones de T.
harzianum sobre cabecitas de ojo de gallo, se lograron altos porcentajes de parasitismo,
sin embargo, los resultados obtenidos a nivel de campo muestran que el hongo
controlador no logr6 reducir el promedio de lesiones con cabecitas ni el promedio del
nimero de cabecitas. Segun el autor, esto pudo ser consecuencia de las fuertes lluvias
que se presentaron posteriores a la aplicacion del micoparasito, la fuerte presion de

indculo que presentaba la enfermedad y la cantidad de sombra dentro de la plantacion.

En otra investigacion desarrollada por Mora (1987), se aislaron inicialmente 64
tipos de bacterias del filoplano de hojas provenientes de diferentes zonas cafetaleras del
pais, de las cuales solo 9 resultaron antagonistas a M. citricolor, donde el mejor
tratamiento encontrado fue “16 AT”. Aparentemente, las bacterias liberan sustancias
enzimaticas que degradan las masas compactas de hifas utilizandolas como fuente de

alimento para su sobrevivencia y proliferacion.

Estudios realizados por Calvo (1988) a nivel de campo en la zona de Turrialba,
utilizando las bacterias antagonistas aisladas por Mora (1987), determinaron que al
aplicar las bacterias en un caldo nutritivo con adherente (aceite de linaza) se logro
reducir el porcentaje de lesiones con cabecitas en un 67,0% y el numero de cabecitas en
un 47,5%; con respecto al testigo.

Afos mas tarde, Quesada (1996) utiliz6, a nivel de campo, una cepa bacteriana
de aparente accion parasitica contra M. citricolor, la primera aplicacion la hizo en junio
cuando el nivel de infeccion de la enfermedad era bajo y la segunda en setiembre
cuando el nivel de inéculo era mas alto. Los resultados demostraron que la bacteria tuvo
mayor capacidad de establecerse y reproducirse al inicio del periodo lluvioso con
niveles bajos de infeccion, utilizando la turba como acarreador y el almidon como
adherente y sustrato alimenticio. Los resultados indican que la bacteria tuvo un efecto
inhibitorio sobre la produccion de cabecitas.
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2.3. Uso de abonos organicos para el combate de enfermedades.

En los ultimos afos, se ha reforzado el estudio del efecto de la aplicacion de los
abonos organicos sobre las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo.
Ademas, se ha despertado un gran interés en el estudio del componente vivo presente en
los diferentes abonos orgénicos como un elemento de supresion de enfermedades
causadas por patogenos de tipo foliar, vascular y radical (Hoitink et al. 1997,
Dominguez et al. 2010). La capacidad supresora de los abonos organicos sobre
patdgenos de la planta varia de acuerdo al tipo de abono y al sistema planta-patdégeno
(Artavia et al. 2010).

Los abonos organicos favorecen el crecimiento y la biodiversidad de
microorganismos existentes en la rizosfera de las plantas, ayudando a disminuir las
poblaciones del patéogeno en el suelo (Hernandez y Bustamante 2001). En algunos
casos, elementos especificos de la poblacion de microorganismos presentes en el suelo
enmendado son estimulados y éstos pueden ser microorganismos antagonistas a
determinados organismos causantes de enfermedades. Por otra parte, algunas enmiendas
organicas durante su descomposicion, pueden producir reacciones quimicas que son
toxicas al patogeno; asi mismo pueden causar cambios en el pH del suelo al ser
anadidos, los cuales pueden generar efectos desfavorables sobre el patdgeno (Camacho
etal. 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 orgédnicos puede asociarse a
factores como la tolerancia y escape a la infeccion; ademads de la supresion bioldgica de
enfermedades (Hoitink et al. 1997). El escape se da por ejemplo cuando la aplicacion de
abonos organicos aumenta la cantidad de raices en las plantas por lo que se dan menos
infecciones en relacion con el volumen radical, o por un mejoramiento en la estructura
del suelo que favorece el drenaje y desfavorece la infeccion. La tolerancia se da cuando
la aplicacion del abono mejora la condicion de raiz y aporta nutrimentos esenciales a la
planta, lo cual le permite resistir mejor las enfermedades (Hoitink et al. 1997).

La supresion biologica de enfermedades involucra mecanismos de antagonismo
del agente biocontrolador contra el patdégeno a través de la competencia, antibiosis o
hiperparasitismo; y mecanismos no antagonicos por medio de la alteracion interna de la
planta, conocida como resistencia sistémica adquirida, la cual ocurre cuando las
defensas de una planta susceptible a un determinado patdégeno son activadas mediante
agentes biologicos o abioticos, ocasionando que la planta se vuelva resistente al

patdgeno, de tal manera, que la planta expresa su capacidad de producir compuestos
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bioquimicos y barreras estructurales que bloquearan la infeccion del patdégeno virulento
cuando llegue a entrar en contacto con ella (Hoitink et al. 1997, Coto 1999, Artavia et
al. 2010, Dominguez et al. 2010, Arauz 2011).

La competencia se define como la lucha entre dos o mas organismos para
obtener la cantidad necesaria de un recurso, principalmente nutrientes de alta energia
como carbohidratos y nitrogeno. Cuando la cantidad del recurso no es suficiente para
ambos, el mejor adaptado para utilizarlo sera quien predomine en un habitat dado
(Arauz 2011).

La antibiosis es la inhibicion de un organismo por la accion de un producto
metabodlico producido por otro organismo (Hoitink et al. 1997, Arauz 2011). La forma
mas frecuente de accion es mediante la inhibicion de crecimiento o la germinacion,

ademas de algunas reacciones toxicas en el interior de la célula (Coto 1999).

El hiperparasitismo es la relacion entre dos organismos donde el hiperparasito es
un microorganismo capaz de colonizar fitopatogenos con resultado de lisis o muerte
(Hoitink et al. 1997, Arauz 2011). En este tipo de interaccion, el hiperparasito ataca
hifas, estructuras reproductivas y estructuras de sobrevivencia (Coto 1999).

2.3.1. Los biofermentos.

Los biofermentos o bioles son fertilizantes en su mayoria para uso foliar (Soto
2003a). Segun Picado y Anasco (2005), se obtienen mediante la fermentacién en un
medio liquido, de estiércoles de animales (principalmente vacuno), hojas de plantas y
frutos, y estimulantes como: leche, suero, melaza, jugo de cana, jugo de frutas o
levaduras, dependiendo del tipo de biofermento a elaborar. Pacheco (2003) sefiala al
respecto que los microorganismos presentes en este tipo de abonos fermentados podrian
presentar relaciones antagdénicas y de competencia con diferentes microorganismos
fitopatdgenos, colaborando de esta forma en la prevencion y combate de enfermedades
en las plantas.

El proceso consiste en la descomposicion anaerdbica de residuos organicos por
medio de microorganismos que existen en los mismos residuos, esta descomposicion es
controlada y da como resultado un material que continuara su ciclo de descomposicion
mas lentamente. Los microorganismos como levaduras, lactobacilos, entre otros,
transforman los materiales en sustancias que pueden ser absorbidas por las plantas
(Félix et al. 2008).
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Por otra parte, Suquilanda (2006) y Olaso (2008) sefialan que como resultado de
la fermentacion, se obtiene un fertilizante foliar capaz de estimular el desarrollo de las
plantas. Este fertilizante puede ser utilizado en una gran variedad de cultivos, sean de
ciclo corto, anuales, bianuales o perennes, con aplicaciones dirigidas al follaje, al suelo,
a la semilla y/o a la raiz; mejorando los rendimientos en biomasa, la floracion y la
calidad de los frutos.

En cuanto a la calidad del estiércol que debe ser utilizado en la preparacion de
los biofermentos, Monroy y Viniegra (1990) mencionan que este factor esta
determinado por la especie animal, edad, alimentacién, tipo de cama y manejo de la
materia. El mal manejo del estiércol conduce a fuertes pérdidas de nitrégeno por
volatilizacion, de éste y otros nutrimentos por lavado. Las pérdidas aumentan por el
desecamiento, el viento, el pH alcalino y las altas temperaturas, de ahi la necesidad de

que el material esté fresco en el momento de ser utilizado.

En un estudio efectuado por Delgado (2006), se evalud el uso de biofermentos y
lixiviados como estimulantes de crecimiento en el cultivo de la pifia (Ananas commosus
L.). Entre los tratamientos aplicados se utilizé el biofermento anaerdbico elaborado a
partir de estiércol vacuno en la FIO (Finca Integrada Orgénica de la EARTH) al 8% y
12%, un biofermento aerobico elaborado con estiércol vacuno de la Universidad de
Costa Rica al 6% y 9% y humus de lombriz liquido comercializado por Lombritica al
9%. Se encontrd que el mayor peso seco de hojas se obtuvo con el biofermento de la
FIO al 8%, mientras que las hojas mds anchas se obtuvieron con el biofermento
anaerobico al 12%. Estos tratamientos indujeron un color mas verde de las plantas y un

mayor peso de plantas enteras.

Mazariegos y Colindres (2002), evaluaron el efecto de abonos liquidos
fermentados (ALF) enriquecidos con ocho sales minerales, en diferentes
concentraciones (2, 4, 8, 16 y 32%), en parcelas de chile picante (Capsicum frutescens
L.), manejadas con presencia de arvenses y sin presencia de las mismas, con el fin de
determinar la concentracion de ALF en la produccion de chile y evaluar el efecto de las
arvenses en el cultivo. Los resultados indican que a medida que se aumentd la
concentracion del ALF, la produccion de frutos aumentd. No obstante, la produccion se
redujo cuando la concentracion sobrepaso la dosis del 16%. Los resultados también
sugieren que es mas rentable mantener el cultivo libre de arvenses, ya que los

rendimientos fueron superiores a los tratamientos con presencia de arvenses.

En otro ensayo realizado por Magdama y colaboradores (2011), se evaluo el
efecto de cinco bioles en diferentes concentraciones (1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, y 5%),
sobre la inhibicion de moniliasis (Moniliophthora roreri) en condiciones de laboratorio
y su efecto en la produccion de esporas del hongo. Todos los bioles evaluados in vitro
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inhibieron el desarrollo de M. roreri, con un comportamiento diferente de acuerdo a los
bioproductos, por lo que este efecto inhibitorio podria estar relacionado con compuestos
extraidos de la materia orgénica e inorganica o producidos por las poblaciones
microbianas durante el tiempo de fermentacion. La produccion de esporas se redujo a
medida que las concentraciones del biofermento fueron incrementandose. Lo anterior
evidencid que estos productos presentaron propiedades antifingicas.

Soto (2008), evalud el efecto de la aplicacion de diferentes biofermentos en
forma pura y en mezcla con aceite Total-banole HV, para el manejo biolégico de
Mycosphaerella fijiensis Morelet en banano. Se pudo determinar que el mayor efecto
sobre el indice de infeccion, el total de hojas y el estado de sintoma en la cuarta hoja, se
obtuvo con el tratamiento Quitinobiol (biol de estiércol bovino enriquecido con cabezas
de camardn) y que no se justificod la utilizacion del aceite en mezcla con los productos.
El biofermento a base de cabezas de camaron permitid un crecimiento a través del
tiempo de las bacterias quitinoliticas sobre el filoplano, las cuales pudieron tener
influencia en la disminucion de la severidad de la infeccion.

Los biofermentos, son generalmente aplicados en una proporcion del 4% al 10%,
lo que reduce el costo de aplicacién. Sin embargo, no hay una férmula estandar, ya que
diferentes cultivos requieren de diferentes concentraciones. Es por esto, que es
conveniente realizar pruebas con diferentes concentraciones (Restrepo 2002, Picado y
Anasco 2005, MAG 2010). Para plantas en almacigo se diluye al 5% en agua, mientras
que para plantas en campo, arboles frutales, orquideas, hortalizas, café, pifia, entre otros,
se diluye entre el 10 y 15%. Se puede aplicar dos a tres veces por semana en el caso de
huertos horticolas y para frutales y cafetales se recomienda una aplicacion al mes.
Suquilanda (2006) senala que el biol no debe ser utilizado puro, sino en diluciones, las
cuales varian desde el 25% al 75%. Segln este autor, este biopreparado es capaz de
promover actividades fisiologicas y estimular el desarrollo de las plantas, al tiempo que
aumenta el vigor de las mismas.

2.3.2. Los lixiviados de vermicompost.

El vermicompost es un abono de alta calidad y rico en nutrientes. Este sustrato
negro es el producto de la descomposicion aerdbica de la materia organica por
microorganismos y, en particular por las lombrices (Meléndez y Soto 2003, Naturland
2011).

Se conoce como vermicompostaje o lombricultura, el compostaje de desechos

organicos utilizando la lombriz de tierra. De las 8000 especies de lombrices que existen
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en el planeta, la lombriz californiana, Eisenia foetida, fue seleccionada por Tomas
Barret en 1930 en Estados Unidos, por su alta capacidad de reproduccion, su capacidad
de vivir en altas densidades, el amplio rango de desechos organicos de los que se
alimenta y su adaptacion a diferentes condiciones climaticas (Meléndez y Soto 2003).

El lixiviado de vermicompost es la fraccion liquida que se obtiene del proceso de
vermicompostaje de los residuos organicos; se producen directamente de las camas de
lombrices, es rico en elementos nutritivos y en microorganismos. Es recomendable
realizar pruebas previas con los productos sobre algunas hojas de los cultivos, para
comprobar que no hayan efectos fitotoxicos, por lo que es aconsejable realizar
diluciones de una parte de lixiviado en dos o cuatro partes de agua (Larco 2004, Fortis
et al. 2009). Este humus liquido concentrado contiene valiosos aminoacidos y acido
silicico, ademas se puede aplicar tanto al suelo como sobre las hojas, asi se fortalece el
tejido epitelial de las hojas y el dafio provocado por insectos y esporas de hongos es
menor (Naturland 2011).

Los lixiviados de vermicompost han sido tradicionalmente utilizados como un
fertilizante liquido organico, debido al alto contenido de nutrientes presentes en este
tipo de abonos liquidos (Garcia et al. 2008) y que son absorbidos mas facilmente por las
plantas, reduciéndose, de esta manera, la pérdida de nutrientes (Quaik et al. 2012).

Quaik et al. (2012) sefalan que el lixiviado tiene el potencial de ser utilizado
como fertilizante liquido, asi como en cultivo hidroponico como una solucion de
nutrientes. En cultivo hidropénico se ha utilizado en plantas como Plectranthus
ambionicus aumentando los contenidos de clorofila y de carotenoides, y en cultivos
como tomate y plantas de caléndula mejorando los contenidos de N y P. Estos autores
recomiendan diluir el lixiviado si se va a utilizar como abono foliar con pulverizadores
foliares, ya que pueden causar quemaduras en la superficie de las hojas. Por su parte,
Garcia et al. (2008), recomienda, para evitar problemas de fitotoxicidad debido al alto
contenido de sales, diluir los lixiviados de vermicompost al menos al 50%.

De igual manera, Litterick et al. (2004) senalan que los lixiviados de compost
pueden ser utilizados para el control de plagas y enfermedades, debido a la gran
abundancia y diversidad de microorganismos benéficos que tienen estos abonos
liquidos, ademas de que contienen quimicos antimicrobianos que inhiben el crecimiento
de hongos patogenos. Zamora (2012) realiz6 un ensayo donde se evaluo el efecto de los
lixiviados de vermicompost sobre el desarrollo de la enfermedad del ojo de gallo en
hojas de cafeto, mostrando una disminucién significativa de la incidencia y severidad de
la enfermedad con respecto al testigo, cuando se utilizaron lixiviados de broza de café y
broza de café con camaron. La autora atribuye parte del efecto, a la presencia de una
alta cantidad de microorganismos en los lixiviados.
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Zamora (2012) encontrd una alta poblacion de microorganismos sobre las hojas
de café, principalmente bacterias, actinomicetes y hongos. Lo anterior concuerda con
Blakeman y Fokkema (1982) y Arauz (2011), quienes sefialan que en el filoplano de las
hojas existen numerosos micrositios que permiten el establecimiento y desarrollo de una
abundante poblacion epifita constituida principalmente por bacterias, actinomicetes y
hongos filamentosos, los cuales pueden comportarse como antagonistas o patdgenos.
Estos micrositios pueden estar ubicados 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
liberacion de nutrientes y humedad es mas alta. Zamora (2012) determind que la
aplicacion de té de vermicompost sobre hojas de café, produjo un aumento significativo
en la poblacion de bacterias, levaduras y lactobacilos a las 24 horas de la aplicacion del
té.

Los microorganismos presentes de manera natural en el filoplano o aquellos
introducidos a través de los abonos orgdnicos, deben competir entre ellos por los
nutrientes disponibles (C y N, principalmente), asi como por la colonizacién en la
superficie de la hoja, siendo mas favorecidos aquellos microorganismos que logren
utilizar eficientemente los recursos disponibles (Arauz 2011). Es posible que algunos
microorganismos no logren competir adecuadamente entre ellos o con otros grupos
funcionales, muchas veces por causa de factores bioticos o abidticos que pueden hacer
que una poblacion en particular se vea reducida (mayor susceptibilidad). También se
dan interacciones entre microorganismos, tales como la inhibicion, antagonismo,
depredacion y antibiosis que influyen en la dindmica poblacional (Arauz 2011).

Los biofermentos y los lixiviados de vermicompost pueden ser elaborados con
residuos de camardn o langostino. Estos materiales de origen marino contienen gran
parte de exoesqueletos que muchas veces se convierte en un problema ambiental si no
se tratan adecuadamente. Segun Castaneda et al. (2011), la quitina puede ser obtenida
por el procesamiento de conchas de crustdceos y de hongos miceliales, sin embargo, su
produccidon comercial suele asociarse solamente con los productos de la industria
marina, tales como carapacho (exoesqueleto) de camaron. Los caparazones contienen
gran cantidad de proteinas y de carbonato de calcio, estos compuestos envuelven a las

microfibrillas de quitina.

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, tanto en el
reino animal como en el vegetal. Es el segundo polimero natural mas abundante
solamente superado por la celulosa. Su amplia distribucion se debe a que es el principal
componente estructural del exoesqueleto de los crustaceos (cangrejos, camardn,
langosta y calamar) y de la cuticula de insectos, también se encuentra en las algas,
diatomeas marinas, y en la pared celular de hongos (Herndndez 2004, Larez 2006,

Sastoque et al. 2007, Rodriguez et al. 2009, Castafieda et al. 2011). Estructuralmente la
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quitina es un mucopolisacarido, insoluble en soluciéon acuosa, que presenta una
estructura lineal compuesta de unidades repetitivas de N-acetil-D-glucosamina
(GIcNAc), unidas por enlaces glicosidicos del tipo B-(1—4) (Larez 2006, Castaneda et
al. 2011).

La degradacion de la quitina tipicamente produce una mezcla de quito-
oligosacaridos de diferente tamafio que pueden obtenerse a través de tratamientos
quimicos, fisicos o enzimaticos. Estos compuestos son biodegradables, no toxicos y
presentan propiedades antimicrobianas, antitumorales, antioxidantes y estimulantes del
sistema inmune (Castaieda et al. 2011). En cuanto a los oligdmeros de quitina, se han
relacionado también, en la induccion de los mecanismos de defensa de la planta (Larez
2008), al provocar numerosas reacciones de defensa en el arroz, trigo, arabidobsis,
melon, frijol, soya y mani, y actividad antiviral, como en el caso del virus del mosaico
de la alfalfa en el frijol (Ramirez et al. 2010).

La actividad fungicida de la quitina y/o del quitosano, principal derivado de la
quitina que se obtiene mediante un proceso de desacetilacion quimica o enzimatica, se
ha asociado desde hace mucho a su caracter cationico. La interaccion de los grupos
amino libres cargados positivamente en medio acido, con los residuos negativos de las
macromoléculas expuestas en la pared de los hongos, cambian la permeabilidad de la
membrana plasmatica, con la consecuente alteracion de sus principales funciones (Larez
2008). Su actividad fungicida, también se relaciona con la inhibicion de la sintesis de
algunas enzimas presentes en los hongos o la ocurrencia de alteraciones citologicas,
como se ha reportado en el caso de Botrytis cinerea, donde se ha observado al
microscopio la aparicion de vesiculas y/o células vacias carentes de citoplasma, después
del tratamiento con soluciones acuosas al 1,75% de quitosano (Larez 2008).

La quitina y/o quitosano induce reacciones de defensa en algunas plantas,
sensibilizdndolas para responder mas rapidamente al ataque de patogenos. Entre las
sustancias cuya induccion se ve favorecida por la presencia de quitina y/o quitosano, asi
como también de sus derivados, se incluyen: fitoalexinas, proteinas relacionadas a la
patogénesis, inhibidores proteicos y ligninas (Larez 2008). Esta sensibilizacion ocurre
porque su presencia estimula mecanismos de defensa ya conocidos, como por ejemplo
la produccion de quitinasas y glucanasas; la lignificacion en hojas dafiadas o intactas; la
generacion de perdxido de hidrogeno o la formacion de fitoalexinas (Larez 2008).

Algunos microorganismos capaces de degradar los desechos de camardén son

bacterias actinomicetes del género Streptomyces, las cuales utilizan la quitina como
fuente de carbono y/o nitrogeno y poseen un gran potencial como agentes de biocontrol
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de hongos fitopatogenos como M. citricolor, que posee quitina en su pared celular
(Salazar et al. 2006, Sastoque et al. 2007).

Dado que este compuesto no se encuentra presente en plantas y vertebrados, puede
utilizarse de forma segura para controlar plagas y enfermedades, favoreciendo de esta
forma, las poblaciones de microorganismos quitinoliticos (Cohen 2001). La quitina ha
sido utilizada como sustrato en combinacion con la bacteria Bacillus cereus cepa 304
para ¢l combate de la mancha foliar en mani causada por Cercospora arachidicola,
incrementandose la poblacion de la bacteria sobre las hojas y resultando en una

disminucion significativa de la enfermedad (Kokallis Burelle et al. 1992).

De igual manera, (Oka 2000), Osorio et al. (2004), Sastoque (2005), Satoque et al.
(2007), Farfan y Gutiérrez (2009) y Castro et al. (2011) han evaluado el efecto de la
quitina comercial o los restos de camardén sobre la poblacion de bacterias y
actinomicetes quitinoliticos, con potencial para el combate de enfermedades radicales y
foliares, ya sea por un efecto antagonista por parte de los microorganismos o de algin
factor atribuible a la quitina como el aporte de N para la planta o la produccion de

compuestos nitrogenados toxicos, tales como el amoniaco y el 4cido nitroso.
Entre otras aplicaciones de la quitina, quitosano y sus derivados en la agricultura,

Larez (2006) indica que actian como agentes bactericidas y fungicidas para la
proteccion de plantulas (inicio de plantaciones).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion.

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el invernadero y Laboratorio de
Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agronémicas de la Universidad
de Costa Rica durante los afios 2012 y 2013.

3.2. Material experimental.

3.2.1. Biofermentos y lixiviados de vermicompost.

Se utilizaron los biofermentos de estiércol bovino (Lactobiol) y de estiércol
bovino con restos de camardn (Quitinobiol). Ambos fueron preparados a partir de
estiércol bovino, suero de leche y sales minerales (3.3.1). En el caso del Quitinobiol se
utilizaron ademas, exoesqueletos del camardn (cascarilla). La preparacion se realizd en
el invernadero del Laboratorio de Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones
Agronomicas de la Universidad de Costa Rica.

Los lixiviados de vermicompost elaborados a partir de broza de café y de broza
de café enriquecido con restos de camaroén, fueron proporcionados por el Ing. Freddy
Vargas. Su preparacion se llevd a cabo en la empresa Coopepalmares, localizada en
Palmares, Alajuela. La elaboracion de los lixiviados de vermicompost se describe en la
seccion 3.3.2.

3.2.2. Cepa de Mycena citricolor.

Se utiliz6 la cepa “My240” del hongo Mycena citricolor (Berk. y Curt.) Sacc.
proporcionada por el Ing. Miguel Barquero Miranda del Instituto Costarricense del Café
(ICAFE).

Para la multiplicacion del hongo en medio de cultivo se utilizaron secciones de 6
mm de diametro que presentaban crecimiento activo del micelio en medio PDA (papa-

dextrosa-agar) acidificado con acido lactico al 10%. Con ayuda de una asa esterilizada
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por flameo, en cada plato se colocaron cuatro secciones del hongo. Los platos se
colocaron en una caja pléastica y se incubaron a temperatura ambiente durante dos
semanas (Figura 2). El procedimiento se llevo a cabo en repetidas ocasiones con el fin

de disponer del material necesario para la ejecucion de los ensayos.

Figura 2. Cultivo de M. citricolor en medio PDA.

La virulencia del hongo M. citricolor fue recuperada siguiendo la metodologia
propuesta por Gonzéles (2003), para ello las hojas de cafeto se lavaron con bastante
agua destilada, posteriormente se desinfectaron con alcohol de 95° y se volvieron a
enjuagar con agua destilada en tiempos muy cortos (segundos), se inocularon con el
hongo M. citricolor y se incubaron en una camara htimeda durante 9-12 dias. Las gemas
o cabecitas que crecieron en las lesiones de hojas enfermas se transfirieron a platos Petri
con medio de cultivo PDA acidificado. Los crecimientos subsecuentes de los cuerpos
fructiferos del hongo en los platos de PDA fueron utilizados en las inoculaciones para
los dos ultimos ensayos (tiempos de aplicacion e invernadero).

3.2.3. Plantas de cafeto.

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando hojas y plantas de cafeto (Coffea
arabica L.) (Orden: Rubiales, familia Rubiaceae) de la variedad Catuai Rojo, con una
edad fisiologica de afio y medio. Las plantas fueron proporcionadas por el ICAFE y se
mantuvieron en el invernadero del Laboratorio de Microbiologia Agricola durante el
periodo de ejecucion de los ensayos (Figura 3). Las plantas venian sembradas en potes

26



de plastico (nimero 2800) y en un sustrato compuesto por suelo, abono organico
(compost) y granza de arroz, en una proporcion 2:1:1.

Figura 3. Plantas de cafeto (Coffea arabica L.) ubicadas dentro del invernadero.

Se aplico 30 g de fertilizante 10-30-10 por planta en el momento que fueron
recibidas. Después de que transcurrieron 30 dias se complement6 la nutricion mineral
con una aplicacion de Hidrocomplex 12-11-18-3-8(S), en una dosis de 15 g por planta
(Mora 2008, ICAFE 2011). Estas aplicaciones continuaron realizandose cada tres
meses, con el fin de estimular la formacion de hojas nuevas y asi disponer de material
vegetativo para efectuar los diferentes ensayos.

La frecuencia del riego se hizo dos veces por semana, aplicando el agua en la
base de la planta y manteniendo el suelo con un adecuado contenido de humedad.
Debido a que el proceso de infeccion y fructificacion del hongo en planta requiere la
presencia constante de una pelicula de agua sobre la ldmina foliar y de cierto nivel de
oscuridad, se utiliz6 riego con microaspersores y un saran al 50%.

3.3. Preparacion de los biofermentos y lixiviados de vermicompost.

3.3.1. Preparacion de los biofermentos.

Para la elaboracién del biofermento Lactobiol se utilizaron los siguientes materiales:

a. 20 L de boniga
b. 5 L de melaza
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c. 1 L de EM (Microorganismos Eficientes)
d. 50 L de suero de leche

e. 660 g de sulfato de magnesio

f. 300 ml de quelato de zinc

g. 750 g de levadura

h. 1 kg de ceniza

La boiiiga se utilizé lo més fresca posible y se trajo del Modulo Lechero del
Recinto de Turrialba, Sede del Atlantico, de igual manera, el suero de leche fue traido
de la empresa SIGMA Alimentos ubicada en Oreamuno de Cartago.

Para la elaboraciéon de los biofermentos se empled una adaptacion de la
metodologia utilizada por el INA, CORBANA y Olaso (2009). En un estafion plastico
con capacidad para 200 L se colocaron aproximadamente 45 L de agua, luego se
agregaron 20 L de estiércol fresco y se agitd bien la mezcla utilizando un trozo de
madera limpio. En un balde de plastico se afiadieron 5 L de melaza y 1 litro de agua, la
mezcla se agitd bien y se agrego6 al estafion. Seguidamente, se adicion6 el EM diluido en
1 litro de agua con ayuda del balde plastico. Posteriormente se afiadiéo 50 L de suero de
leche. En el balde se colocaron los 750 g de levadura y se adicion6 1 litro de agua, la
mezcla se vertido en el estafion. Por ultimo, se colocaron las sales y la ceniza, y se
completd con agua el nivel hasta unos 20 cm antes del borde, se mezclo bien y se tapo.

Para lograr un sello hermético, se colocd hule entre el borde del estaiidon y la
tapa, luego la tapa con su valvula de seguridad y por tltimo el anillo metélico de cierre,
asegurandose de esta forma que no le entrara aire para no dafiar el proceso anaerdbico.
La valvula en este caso es un ‘“check” (valvula de tipo comercial). Las ventajas de
utilizar este sistema recaen en su disefo practico y su grado de seguridad, ya que la
valvula permite solo la salida de los gases generados en el interior del estaiidon pero no
su ingreso. Ademas, para una mayor facilidad en la obtencion del producto liquido, el
estafion disponia de una llave de chorro de 1/2” PVC ubicada a unos 40 cm a partir de
su base (Figura 4). El biofermento se incubd durante 30 dias.
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AP A
Figura 4. Estafion para la preparacion de los biofermentos. A. Valvula de seguridad. B. Llave
de chorro de 1/2” PVC.

Para la preparacion del biofermento Quitinobiol se utilizo6 la metodologia
previamente descrita, solo que en este caso se agregaron 20 L de cascarilla de camaron
(fue medida como unidad de volumen en el balde de pléstico y no como kilogramos).

Elaboracion de biofermentos a pequefia escala

Debido a que en los ensayos se requeria una pequena cantidad de biofermento y
al costo de compra y transporte de los materiales, se disefid6 una metodologia para
preparar 1 L de este producto. Se utiliz6 una botella de vidrio de 1 L cubierta con papel
aluminio y papel craft, la cual poseia un tapon de hule conectado a una salida en forma
de Y, donde una de éstas salidas estaba tapada por un septum (tapoén de hule color
rojizo) y de la otra salia una manguera que era dirigida hacia otro tapoén de un
erlenmeyer que contenia agua. De este ultimo erlenmeyer, salia otra manguera que fue
colocada en el interior de un erlenmeyer vacio (Figura 5).
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Figura 5. Sistema de preparacion de biofermentos a pequefa escala.

3.3.2. Preparacion de los lixiviados de vermicompost.

La preparacion de los lixiviados de vermicompost a base de broza de café y de
broza de café enriquecido con camardn se llevo a cabo en un galerén de la Cooperativa
Coopepalmares. La alimentacion de las lombrices se hizo con broza de café traida a
través de un tornillo sinfin desde el beneficio hasta las instalaciones respectivas,
recorrido en el cual se le agregan Microorganismos Eficaces (ME) y luego es
composteada durante un mes; el volteo del material se hace 4 veces por semana
utilizando un BOB CAT. Una vez que el material estd estable (60% humedad y 22 °C
de temperatura), se procede a aplicar la broza composteada a razéon de 20 kg por metro
cuadrado de lecho de lombriz cada semana, de tal manera, que se hacen capas de 10 cm
de altura. En cuanto al vermicompost de broza de café con camardn, lo que se hace es
mezclar cada semana junto con la broza, un kilogramo de cascara de camardn por metro
cuadrado de cama de lombriz.

El humus liquido resultante del material transformado por las lombrices y que
surge gracias al agua que se emplea para el riego, desciende hacia la parte baja de la
cama de lombriz y se mueve hacia un canal. Los diferentes lixiviados de vermicompost
son drenados por canales distintos (Figura 6) y colectados fuera de las instalaciones por
lo que no hay riesgo de que los abonos liquidos vayan a combinarse (estos procesos
estan registrados de acuerdo a los procedimientos que son requisitos en la Norma ISO
14000 2004) (Vargas 20127).

? Vargas, F. 2012. Elaboracion de los lixiviados. (comunicacién personal). Palmares, CR. Coopepalmares.
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Figura 6. Preparacion de los lixiviados de vermicompost. A. Camas de lombriz cubiertas con
saran. B. Canales de drenaje del lixiviado.

El saran es utilizado con el proposito de evitar que algunos depredadores
naturales (principalmente aves) que ingresan a los patios techados se alimenten de las
lombrices utilizadas en las camas.

Las camas de lombriz se mantienen con una humedad del 80%, variable que es
controlada por medio de microaspersores de agua colocados en la parte superior de cada
cama. Esto permite regular la temperatura y mantener las condiciones idoneas para la

alimentacion y reproduccion de las lombrices.

El contenido de humedad de las camas de lombriz es verificado segin el método
propuesto por Ferruzi (1986). Basicamente, lo que se hace es comprimir un pufiado del
material con la mano y comprobar que haya liberacion de una gota de agua, lo cual
indica que la humedad es del 80%.

3.3.3. Analisis de la calidad quimica y microbioldgica de los biofermentos y
lixiviados de vermicompost.

Se determind la composicion quimica y microbiologica de los abonos liquidos
utilizados en los experimentos. En el caso del anélisis quimico, se tomd una muestra de
500 ml de cada uno de los diferentes abonos con ayuda de una botella pléstica
debidamente rotulada. Posteriormente, todas las muestras recolectadas fueron llevadas
al Laboratorio de Suelos y Foliares del Centro de Investigaciones Agrondémicas donde

se realizd un andlisis quimico completo que incluia los contenidos totales de N, P, K,
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Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Zn y B, asi como el pH, segun la metodologia propuesta por
Soil and Plant Analysis Council, INC (1998).

En lo referente al analisis microbiologico, en el Laboratorio de Microbiologia
Agricola, se determindé el numero de bacterias, actinomicetes, hongos, levaduras,
lactobacilos y coliformes fecales. De cada biofermento preparado, se tom6 una muestra
de 100 ml en un recipiente estéril y posteriormente se procedid a realizar el analisis
microbioldgico mediante la técnica de recuento en plato. De cada abono liquido se
inocularon 10 ml de la muestra en 90 ml de agua estéril previamente autoclavada.
Posteriormente, se hicieron diluciones seriadas de las muestras obtenidas anteriormente.
A partir de las diferentes diluciones se transfirid por duplicado alicuotas de 100 pl de
cada dilucion a los respectivos platos con el medio de cultivo a utilizar (Ver Apéndice),
el indculo se extendio sobre la superficie del plato Petri utilizando un asa de Drigalsky,
después los platos se incubaron a temperatura ambiente. La evaluacion de los platos y
conteo de las unidades formadoras de colonias se realizd: a las 24 horas (coliformes
fecales), aproximadamente a los 4 dias (hongos, levaduras y lactobacilos) y a los 8 dias

(bacterias y actinomicetes).

Durante la realizacion de los diferentes ensayos se tuvieron que preparar dos
veces los abonos liquidos (biofermentos y lixiviados de vermicompost), con el fin de
garantizar la aplicacion de los productos en la forma mas fresca. Los abonos se

mantuvieron en refrigeracion hasta su uso.

3.4. Efecto de dos tipos de biofermentos sobre la incidencia y severidad de ojo de
gallo en hojas de cafeto.

3.4.1. Aplicacion de los tratamientos e inoculacion del hongo.

Se evalud si los biofermentos preparados a base de bofiiga y de boiiga
enriquecida con residuos de camar6n, tenian efecto supresor sobre M. citricolor. Para
ello se utilizaron los siguientes tratamientos:

1. M. citricolor + Lactobiol 5%

2. M. citricolor + Lactobiol 10%

3. M. citricolor + Quitinobiol 5%

4. M. citricolor + Quitinobiol 10%

5. M. citricolor + agua desionizada (control)
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A cada unidad experimental se le asperjé 10 ml del biofermento, utilizando un
aerdgrafo de mezcla interna (Figura 7), humedeciendo totalmente las hojas. La ventaja
de utilizar el aerdgrafo en comparacion con una bomba manual de 1 L esta relacionada
con el menor tamano de gota (aspersion mas fina) y una mayor uniformidad de la
cobertura del tratamiento sobre la ldmina foliar.

Figura 7. Aerégrafo de mezcla interna. A. Disposicion del aerdgrafo con su recipiente
contenedor. B. Motor compresor de aire.

En el caso de los tratamientos control se les asperjo agua desionizada estéril. Se
realizd una Unica aplicacion del biopreparado 24 horas antes de la inoculacion de las
hojas de café con M. citricolor; en cada hoja se dispusieron cuatro puntos de
inoculacion (dos a cada lado de la venacion central) en cada uno de los cuales se
colocaron 5 cabecitas de M. citricolor.

La camara humeda estaba constituida por una bandeja de plastico transparente
con tapa, con una capacidad de 4702,5 cm’, dentro de la cual se mantuvo una lamina de
agua con el fin de conservar una atmodsfera con humedad relativa alta necesaria para
favorecer la infeccion de la enfermedad (Figura 8).
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Figura 8. Camara himeda. A. Lamina de agua en la cAmara himeda. B. Disposicion de las
hojas sobre la maya de cedazo metalico.

3.4.2. Disefno experimental y variables evaluadas.

Se utiliz6 un disefio experimental irrestricto al azar donde se tuvieron cinco
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo conformada por cinco
hojas de café con un tamano uniforme, las cuales estaban dispuestas sobre la malla de
cedazo metdlico en la “cdmara himeda”.

Se evaluaron las siguientes variables: el nimero de lesiones por hoja (incidencia
del patogeno), nimero de lesiones con cabecitas, nimero de cabecitas por lesion y el
area de la lesion (severidad). Las evaluaciones se realizaron dos veces por semana
durante un periodo de veinte dias.

Para todas las variables, se hizo el andlisis de varianza y la separacion de las
medias con la prueba LSD Fisher (p<=0,05) con ¢l programa Infostat (Di Rienzo et al.
2008). Ademas de esto, los datos fueron analizados utilizando la técnica del Area Bajo
la Curva, esto con el fin de reducir la dimension de la clasificacion de los datos y a que
se tuvieron evaluaciones en el tiempo (Navarro 2006). Dado que para las variables
numero de lesiones por hoja, nimero de lesiones esporuladas por hoja y nimero de
cabecitas por lesion, se tuvieron evaluaciones en el tiempo, con el area bajo la curva lo
que se tiene es una formula de tipo seriada en el programa excel que corresponde a la
sumatoria de los primeros dos valores promedio multiplicado por la diferencia de las
primeras dos fechas, dividido entre dos.

A partir de la Gltima evaluacion, se obtuvo el porcentaje de area foliar danada
(%AFD). Para obtener el area de la hoja y el area de la lesion, se tomd una fotografia a

cada una de las hojas junto con una referencia de longitud (regla de 15 cm).
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Posteriormente, cada fotografia fue analizada utilizando el programa Image J° y de

acuerdo a la metodologia sefialada por Zamora (2012).

3.5. Efecto de la aplicacion de dos tipos de lixiviados de vermicompost sobre la
incidencia y severidad de ojo de gallo en hojas de cafeto.

3.5.1. Aplicacion de los tratamientos e inoculacion del hongo.

Para evaluar el efecto de los lixiviados de vermicompost sobre la supresion de
M. citricolor se utilizaron los siguientes tratamientos:

. citricolor + lixiviado a base de broza de café al 5%

. citricolor + lixiviado a base de broza de café al 10%

. citricolor + lixiviado a base de broza de café al 20%

. citricolor + lixiviado a base de broza de café enriquecido con camarén al 5%

. citricolor + lixiviado a base de broza de café enriquecido con camarén al 10%
. citricolor + lixiviado a base de broza de café enriquecido con camarén al 20%

N AR -
I I LKL

. citricolor + agua desionizada (control)

En cada unidad experimental se asperjaron 10 ml del lixiviado de vermicompost,
humedeciendo totalmente las hojas. En el caso de los tratamientos control se les asperjo
agua desionizada estéril. La aplicacion del lixiviado se hizo 24 horas antes de la
inoculaciéon de las hojas de café con M. citricolor; se tuvieron cuatro puntos de
inoculacién en cada hoja, en cada uno de los cuales se colocaron 5 cabecitas de M.
citricolor.

3.5.2. Disefio experimental y variables evaluadas.

Se utilizé un disefio experimental irrestricto al azar con cinco repeticiones por
tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida por cinco hojas de café con un
tamafio uniforme, que estaban dispuestas sobre la malla de cedazo en la “camara

hameda”.

*Disponible en http://rsbweb.nih. gov/ij/dowload.html
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Las variables evaluadas fueron: el nimero de lesiones por hoja, nimero de
lesiones con cabecitas, niimero de cabecitas por lesion y el drea de la lesion. Las
evaluaciones se hicieron dos veces por semana durante veinte dias. Los datos de las
variables evaluadas fueron analizados de la misma manera como se discuti6 en la
seccion 3.4, sin embargo, en este caso, los datos de las variables numero de lesiones
esporuladas y nimero de cabecitas por lesion tuvieron que transformarse utilizando la
raiz cuadrada (Steel et al. 1988), mientras que los datos de la variable porcentaje de arca
foliar dafiada se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para una
p<=0,05 (Navarro 2006).

3.6. Efecto del tiempo de aplicacion de los biofermentos y lixiviados de
vermicompost sobre la incidencia y severidad de ojo de gallo en hojas de
cafeto.

3.6.1. Aplicacion de los tratamientos e inoculacion del hongo.

Los mejores tratamientos obtenidos de los dos ensayos anteriores fueron
utilizados en esta prueba. Los tratamientos fueron aplicados 24 horas antes, 1 hora
después y 24 horas después de la inoculacion de las hojas de café con M. citricolor; en
cada hoja se realizaron cuatro puntos de inoculacion, en cada uno de los cuales se
colocaron 5 cabecitas de M. citricolor.

A cada unidad experimental se le asperjo, con ayuda del aerdgrafo, 10 ml del
abono liquido (Lactobiol 10% y lixiviado vermicompost de broza de café con camarén
20%), humedeciendo totalmente las hojas. En el caso del tratamiento control se le
asperjo agua desionizada estéril en la misma cantidad. En este experimento se utilizaron
los biofermentos producidos en pequefia escala.

3.6.2. Disefio experimental y variables evaluadas.

Se aplico un disefio experimental irrestricto al azar donde se tuvieron cinco
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo conformada por cinco
hojas de café con un tamafio uniforme, las cuales estaban dispuestas sobre la malla de
cedazo en la “cdmara htimeda”.
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Las variables evaluadas comprendieron el nimero de lesiones por hoja, nimero
de lesiones con cabecitas, nuimero de cabecitas por lesion y el area de la lesion. Las

evaluaciones se realizaron dos veces por semana durante veinte dias.

El analisis estadistico de los datos correspondiente para cada variable, se hizo de
acuerdo a lo sefialado en la seccidon 3.4. Por otra parte, fue necesario transformar los
datos correspondientes a las primeras tres variables mediante la raiz cuadrada.

3.7. Efecto de biofermentos y lixiviados de vermicompost sobre la incidencia 'y
severidad de ojo de gallo en plantas de cafeto.

3.7.1. Aplicacion de los tratamientos e inoculacion del hongo.

En la prueba de invernadero se evaluaron los tratamientos y el momento de

aplicacion a partir de los mejores resultados a nivel de laboratorio.

Con el fin de colocar el indculo, se fijaron anillos de plastilina de 1,5 cm de
diametro a la superficie foliar para evitar el desprendimiento y pérdida del agua con las
cabecitas. Estos anillos fueron colocados antes de la aplicacion de los tratamientos con
el proposito de reducir el contacto directo con el producto liquido (por la manipulacion
de la plastilina al fijarla a la hoja) y la poca adherencia que pudiera ocasionarse si la

superficie de la hoja estuviera himeda.

Los abonos liquidos fueron aplicados 24 horas antes de la inoculacién de las
hojas de café con M. citricolor. La aplicacion de los tratamientos se hizo utilizando un
pulverizador marca MATABI® con capacidad para 5 L. Para obtener el volumen de
producto a aplicar en 5 plantas, lo que se hizo fue determinar la cantidad de agua
asperjada por planta y luego multiplicar dicho volumen por este nimero de plantas. Esto
determiné que se aplicaran 150 ml de producto por planta.

En cuanto al proceso de inoculaciéon de las hojas en planta, se tomaron en
consideracion aspectos importantes de metodologia sefialados por Avelino et al. (1993)
y Vargas (2004). La inoculacion se hizo en el estrato medio de la planta y seleccionando
cuatro ejes plagiotropicos (bandolas) ubicados en la direccion de los puntos cardinales.
Para esto, se inocularon 4 hojas por bandola para un total de 16 hojas inoculadas por
planta. Se inocularon las hojas del primer y segundo par de afuera hacia adentro, que
corresponden a las hojas jovenes, para lo cual se coloco una cinta de tela color rojo (a
fin de facilitar la ubicacion de las hojas). En la superficie de cada hoja se tuvieron 2
puntos de inoculacion (uno a cada lado de la venacion central), aplicando a cada punto,

una gota de agua desionizada estéril a la que se adicionaron 5 cabecitas (Figura 9).
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Figura 9. Proceso de inoculacion del hongo en plantas de cafeto (Coffea arabica L.). A. Puntos
de inoculacion utilizando anillos de plastilina. B. Plantas cubiertas por bolsas
plasticas.

Una vez efectuada la inoculacion de las hojas en la planta, se colocaron cuatro
tutores de cafia brava con una altura de 1,30 m y ancladas en el suelo pero mucho mas
abiertas en la parte superior. La planta fue introducida dentro de una bolsa plastica
transparente y se colocd un amarre a la bolsa en la parte media del pote con ayuda de
una cuerda (Figura 9). La planta fue dejada dentro de la bolsa por 48 horas para crear un
microclima humedo que favoreciera el proceso de infeccion de las cabecitas del hongo,
condicion que fue complementada con el mantenimiento de una ldmina constante de

agua en tazones de plastico.

En cuanto al factor humedad, se hizo una pequefia modificacion de acuerdo a lo
realizado por Vargas (2004), quién introdujo las plantas en bolsas plésticas y luego las
coloco dentro de una incubadora para propiciar el ciclo de infeccion y fructificacion del
hongo; para ello se utiliz6 un sistema de riego por aspersion que operaba con un
temporizador proporcionandole a las plantas la mojadura foliar necesaria para que el
hongo alcanzara las etapas previamente mencionadas. Por ello, después de que
transcurrieron 48 horas, se procedid a quitar la bolsa y a activar el riego. El riego fue
programado para asperjar durante un minuto a intervalos de tiempo de 2 horas en 5
momentos del dia (10:00 am, 12:00 pm, 2:00 pm, 4:00 pm y 6:00 pm). Ademas, para
crear un ambiente mucho mas humedo en el interior del invernadero, se coloco plastico
transparente en la parte superior de las paredes cubriendo la maya metalica que
corresponden a sitios abiertos.
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3.7.2. Disefio experimental y variables evaluadas.

La unidad experimental estuvo constituida por plantas de cafeto sembradas en
potes de plastico. El disefio experimental utilizado fue un irrestricto al azar donde se
tuvieron cinco repeticiones por tratamiento. El procesamiento de la informacion
generada se realizo de acuerdo a lo sefalado en la seccion 3.4.

Las variables que fueron evaluadas comprenden el numero de lesiones por hoja,
numero de lesiones con cabecitas, nimero de cabecitas por lesion y el area de la lesion.
Las evaluaciones se realizaron dos veces por semana durante un periodo de veinte dias.

Una vez que se empezaron a presentar las primeras lesiones en las hojas de las

plantas, se procedid a quitar todos los anillos de plastilina, de manera que se facilitaran
las evaluaciones.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la aplicacion de los biofermentos sobre hojas de cafeto inoculadas
con M. citricolor.

4.1.1. Andlisis quimico y microbioldgico de los biofermentos utilizados.

Como se observa en el cuadro 1, la mayor parte de los nutrientes muestran
concentraciones mas altas en el biofermento de estiércol bovino enriquecido con restos
de camaron (Quitinobiol) que en el Lactobiol presentando valores mayores de N (618
mg/L), P (399 mg/L) y Ca (1339 mg/L), mientras que los contenidos de Cu, Mn y B
fueron bajos y parecidos en ambos abonos liquidos. En el caso del B, este elemento
quimico no logré detectarse en el Quitinobiol. EI pH fue similar en ambos biofermentos.

Cuadro 1. Analisis quimico de biofermentos preparados en base a estiércol bovino y
estiércol bovino con residuos de camarén.

Biofermento N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B pH

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Lactobiol 303 228 1111 978 432 508 20 1 45 7 1 4,3

Quitinobiol 618 399 1133 1339 461 513 23 1 37 7 ND* 4,5

* ND: No Detectado

Soto (2008), también encontrd que los contenidos nutricionales de la mayoria de
los elementos quimicos fueron mas altos en un biofermento al que se le adicionaron
cabezas de camaron que en el biofermento sin este residuo. Esto podria atribuirse a que
la quitina presente en la cascarilla del camarén es fuente de carbono y/o nitrégeno,
ademas el residuo de camar6n también aporta proteinas (Salazar et al. 2006, Sastoque et
al. 2007), lo cual podria favorecer un incremento en la biomasa microbiana que
aceleraria una mayor descomposicion de los residuos organicos, aumentando las

concentraciones de los nutrientes en este tipo de biofermento.
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En el cuadro 2, se observa el contenido tedrico de nutrientes que estaria presente
en las diferentes dosis de abonos. Cabe destacar, que cuando este tipo de abono liquido
se prepara en dosis diluidas, elementos quimicos como Cu, Mn y B, tienden a reducirse
sustancialmente o incluso no ser detectados. De igual manera, puede apreciarse como el
biol preparado con restos de camardn presenta los contenidos més altos de nutrientes, en
especial la dosis del 10%.

Cuadro 2. Contenido de nutrientes calculados de acuerdo a la dosis de abono.

Biofermento N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Lactobiol 5% 15 11 56 49 22 25 1 0 2 0 0
Lactobiol 10% 30 23 111 98 43 51 2 0 5 1 0
Quitinobiol 5% 31 20 57 67 23 26 1 0 2 0 0
Quitinobiol 10% 62 40 113 134 46 51 2 0 4 1 0

Como se observa en el cuadro 3, ambos biofermentos presentaron cantidades
altas y similares de microorganismos, las poblaciones de actinomicetes y hongos
(microorganismos aerobios) fueron menores que las de bacterias, levaduras y
lactobacilos organismos que se ven favorecidos por las condiciones anaerobias del
proceso de fermentacion. Las poblaciones de bacterias, hongos y lactobacilos
encontradas en el Lactobiol superan las reportadas por Pacheco (2003) en un
biofermento elaborado con bofiiga de vaca. Por otra parte, Soto (2008) encontrd bajas
poblaciones de lactobacilos en biofermentos a base de bofiiga y de bofiiga con cabezas
de camaron. Cabe destacar que los bioles utilizados por Soto (2008) tenian pH cercanos
a 7, lo que pudo afectar el crecimiento de los lactobacilos cuyo pH de crecimiento
optimo es de 4,6-5,8 (Uribe 2003).

41



Cuadro 3. Poblacion de microorganismos en biofermentos preparados en base a
estiércol bovino y estiércol bovino con restos de camaron.

Coliformes
Biofermento Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos Fecales

(UFC*ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml) (UFC/ml)  (UFC/ml)  (NMP**/ml)

Lactobiol 3,9x10’ 1,0x10° 8,4x10° 1,4x107 1,8x107 <2

Quitinobiol 1,2x107 3,0%10° 1,1x10° 1,5%107 1,7x107 <2
* UFC: Unidades Formadoras de Colonias ** NMP: Numero Mas Probable

Al igual que en los biofermentos analizados por Pacheco (2003), no se
encontraron coliformes fecales. Estos resultados reflejan la inocuidad de abonos bien
manejados que utilizan excretas de animales rumiantes. Segun Uribe (2003) y Uribe et
al. (2004), el bajo pH, las condiciones de anaerobiosis y la competencia con
microorganismos como lactobacilos, son probablemente los responsables de la ausencia
de coliformes fecales, quienes predominan a un valor 6éptimo de pH 6,0-7,0.

En el cuadro 4 se observa el nimero de UFC calculado para los diferentes
grupos microbianos evaluados en los abonos que fueron diluidos al 5 y 10%. Las dosis
mas altas (menos diluidas), contendrian poblaciones mas altas de microorganismos.

Cuadro 4. Contenido de microorganismos calculados de acuerdo a la dosis de abono.

Biofermento Bacterias  Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos
(UFC*/ml)  (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
Lactobiol 5% 2,0x10* 5,0x10° 4,2x10° 7,0x10° 9,0x10°
Lactobiol 10% 3,9x10° 1,0x10* 8,4x10° 1,4x10° 1,8x10°
Quitinobiol 5% 6,0x10° 1,5x10* 5,5x10* 7,5%10° 8,5x10°
Quitinobiol 10% 1,2x10° 3,0x10* 1,1x10° 1,5%10° 1,7x10°

* UFC: Unidades Formadoras de Colonias

4.1.2. Efecto de la aplicacion de biofermentos en el desarrollo de la
enfermedad del ojo de gallo del cafeto.

Como se observa en el cuadro 5, el tratamiento al que se aplico Lactobiol al

10% presentd un numero significativamente menor de lesiones por hoja que el
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Lactobiol al 5% y el testigo. Los tratamientos Quitinobiol 5% y al 10% no presentaron
diferencias significativas con los demas tratamientos.

Para la variable niimero de lesiones esporuladas, puede observarse que el
Lactobiol 10% y el Quitinobiol 10% presentaron un niimero significativamente menor
de lesiones esporuladas que el tratamiento testigo. Ademas, el Lactobiol al 10% obtuvo
el menor nimero de lesiones con esporas difiriendo estadisticamente respecto a los

tratamientos Quitinobiol 5% y Lactobiol 5%.

Cuadro 5. Efecto de la aplicacion de dos dosis de biofermentos sobre el desarrollo de la
enfermedad del ojo de gallo en hojas de cafeto segun la prueba de D.M.S.

Tratamiento D.M.S.
Incidencia (N°. N°. lesiones Ne. Severidad (%
lesiones/hoja) esporuladas/hoja cabecitas/lesion AF.D.)
Lactobiol 5% 2,9 (b)* 1,6 (bc) 33,7 (a) 16,9 (a)
Lactobiol 10% 1,9 (a) 0,8 (a) 18,8 (a) 11,5 (a)
Quitinobiol 5% 2,3 (ab) 1,6 (bc) 25,7 (a) 16,5 (a)
Quitinobiol 10% 2,4 (ab) 1,3 (ab) 27,7 (a) 14,0 (a)
Testigo 2,9 (b) 1,9 (¢) 32,5 (a) 15,7 (a)

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

En cuanto a las variables nlimero de cabecitas por lesion y severidad (expresado
como % Area Foliar Dafiada), si bien todos los tratamientos son estadisticamente
iguales, el tratamiento Lactobiol 10% tendid a presentar los valores mas bajos para

ambas variables.

La informacion generada por el andlisis del area bajo la curva de progreso de la
enfermedad (Cuadro 6), muestra que el tratamiento Lactobiol 10% tuvo una incidencia

significativamente menor que el tratamiento testigo.

En lo referente al nimero de lesiones esporuladas y ntimero de cabecitas por
lesion, puede observarse que los tratamientos son estadisticamente iguales, sin embargo,
cabe destacar que el Lactobiol 10% tendi6 a presentar los valores mas bajos para ambas

variables.
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Cuadro 6. Efecto de la aplicacion de dos dosis de biofermentos en el combate del ojo
de gallo segin el andlisis de 4area bajo la curva de progreso de la

enfermedad.
Tratamiento ABC
Incidencia (N°. N°. lesiones Ne.
lesiones/hoja) esporuladas/hoja cabecitas/lesion
Lactobiol 5% 197,4 (ab)* 13,5 (a) 220,7 (a)
Lactobiol 10% 149,2 (a) 9,3 (a) 118,6 (a)
Quitinobiol 5% 193,5 (ab) 17,1 (a) 193,5 (a)
Quitinobiol 10% 183,3 (ab) 15,2 (a) 185,4 (a)
Testigo 232,4 (b) 17,5 (a) 192,5 (a)

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

Con base en los resultados expuestos previamente, se puede decir que el
Lactobiol en la dosis del 10% tuvo un efecto significativo en las variables nimero de
lesiones por hoja y nimero de lesiones esporuladas por hoja, y que con este tratamiento
se obtuvo el valor promedio mas bajo. Por otra parte, puede apreciarse que con dosis
mas bajas a la del 10%, la eficacia por parte del biol se ve reducida, resultados que
concuerdan con lo observado por Magdama y colaboradores (2011), quienes
encontraron que la produccion de esporas del hongo Moniliophthora roreri fue reducida
a medida que las concentraciones del biol fueron incrementdndose.

Este efecto significativo por parte de la dosis mas alta del biofermento a base de
estiércol bovino puede estar relacionado a una cantidad muy variable de factores, como
el contenido de Ca en el biofermento. Segin Vargas (1996) y Barquero (2011b), el
calcio es un elemento mineral muy importante que neutraliza el acido oxalico liberado
por M. citricolor, impidiendo la infeccion. En el biofermento se encontraron contenidos
de calcio mayores a los encontrados por Pacheco (2003) en un biofermento enriquecido
con sulfato de magnesio y mas altos a los reportados por Soto (2008) en un Lactobiol
elaborado con bofiiga. Cabe destacar que los contenidos de este elemento fueron mas
altos en el Quitinobiol que en el Lactobiol, presentando la dosis mas alta del Quitinobiol
un numero significativamente menor de lesiones esporuladas por hoja con respecto al

testigo.

Por otro lado, los microorganismos presentes en los bioles podrian tener
relaciones antagonicas y de competencia con agentes causantes de enfermedades
(IPADE 2009). De igual manera, Soto (2008) sefiala que éstos abonos liquidos
presentan una flora muy variada de microorganismos que pueden aportar antagonistas

que afecten el desarrollo del patégeno impidiendo su entrada en la hoja. Los
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biofermentos contienen microorganismos productores de antibidticos como el caso de
los lactobacilos o metabolitos secundarios producidos durante el tiempo de
fermentacion, los cuales pueden presentar propiedades fungicidas (Uribe 2003, Paul y
Clark 2007, Magdama et al. 2011).

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

4.2.1. Andlisis quimico y microbioldgico de los lixiviados de vermicompost
utilizados.

En el cuadro 7, se puede apreciar que el lixiviado de vermicompost de broza de
café con residuos de camaron presentd los valores mas altos para la mayor parte de los
elementos quimicos, N (918 mg/L), P (124 mg/L), K (7140 mg/L), Ca (359 mg/L), Mg
(133 mg/L), S (172 mg/L) y Fe (117 mg/L), mientras que el Zn no pudo ser detectado
en ninguno de los lixiviados.

En cuanto a los valores de pH, ambos lixiviados presentaron valores basicos, 8,7
en el lixiviado de broza de café y 9,0 en el de broza con camaron. Este resultado supera
el valor de pH encontrado por Garcia et al. (2008) en un lixiviado de estiércol bovino
con un pH de 7,8. Los valores de concentracion del N, P y K de los lixiviados
estudiados, son mayores a los encontrados por Preciado et al. (2011) en un lixiviado de
vermicompost que fue ajustado a una conductividad eléctrica (CE) de 2,0 dS/m
mediante dilucion, y similares a los reportados por Zamora (2012) en dos lixiviados
preparados con broza de café¢ y broza de café con camardn, diluidos al 10%. Las
concentraciones de N y K evaluadas en ambos lixiviados son mayores a los contenidos
reportados por Garcia et al. (2008) en un lixiviado de vermicompost hecho a base de
estiércol bovino sin diluir con conductividad electrolitica 2,6 dS/m, mientras que la
concentracion del P resulto ser menor.
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Cuadro 7. Caracteristicas quimicas de los lixiviados preparados a partir de broza de
café y de broza de café enriquecido con residuos de camaron.

Lixiviado N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B pH

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

, 505 80 4747 273 82 99 71 1 ND* 4 4 8,7
Broza de café

Broza de café
918 124 7140 359 133 172 117 2 ND 6 5 9,0

con camaron

* ND: No Detectado

Elementos quimicos como Ca, Mg, Cu y Mn, no pudieron ser detectados en
ninguno de los lixiviados utilizados por Zamora (2012), mientras que los contenidos de
Ca y Mg pudieron detectarse en los lixiviados de vermicompost en estudio, no obstante,
las concentraciones de elementos quimicos como Cu y Mn tienden a mostrar un
comportamiento similar a lo encontrado por esta autora. Los contenidos de nutrientes
como Ca y Mg presentes en el lixiviado de broza de café¢ y de broza de café con
camaron son superiores a los reportados por Preciado et al. (2011), no obstante, la

concentracion del azufre resultod ser inferior.

En el Cuadro 8, se observa el contenido calculado de elementos quimicos en los
abonos diluidos. Tedricamente, el lixiviado de vermicompost preparado en base a
residuos de camaron tiende a presentar la mayor cantidad de nutrientes.

Cuadro 8. Contenido de nutrientes calculados de acuerdo a la dosis de abono.

Lixiviado N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Broza de café 5% 25 4 237 14 4 5 4 0 0 0 0
Broza de café 10% 51 8 475 27 8 10 7 0 0 0 0
Broza de café 20% 101 16 949 55 16 20 14 0 0 1 1
Broza de café con
camaron 5% 46 6 357 18 7 9 6 0 0 0 0
Broza de café mas
camar6n 10% 92 12 714 36 13 17 12 0 0 1 1
Broza de café mas
camarén 20% 184 25 1428 72 27 34 23 0 0 1 1
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Como se observa en el cuadro 9, las poblaciones de bacterias, actinomicetes,
hongos, levaduras y lactobacilos son mayores en el lixiviado de broza de café¢ con
camardn que en el lixiviado de broza de café. Posee ademds, un mayor nimero de
grupos de microorganismos. Es muy probable, que estas diferencias se atribuyan a los
mayores contenidos de N, P y K presentes en el lixiviado que contiene camaroén, lo cual
pudo tener una contribucion importante en el crecimiento de la biomasa microbiana
(Meléndez 2003).

Cuadro 9. Caracteristicas microbiologicas de los lixiviados elaborados utilizando broza
de café y broza de café con restos de camaron.

Coliformes
Lixiviado Bacterias Actinomicetes  Hongos  Levaduras Lactobacilos Fecales

(UFC*ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml) (UFC/ml)  (UFC/ml)  (NMP**/ml)

Broza de café 3,7X10° <1,0X10* 8,0X10*  <1,0X10° 4,7X1 0° 7.8
Broza de café mas
camaron 1,3X10’ 1,3X10° 6,3X10° 6,0X10° 7,3X10° 23

* UFC: Unidades Formadoras de Colonias ** NMP: Numero Mas Probable

Si se analiza la inocuidad de éstos abonos organicos, es posible observar que
ambos lixiviados presentaron valores muy bajos de coliformes fecales. Es muy probable
que la deposicion sobre las camas de lombriz de excretas de animales como las aves,
tuvieran una contribucion en la presencia de coliformes. Segun Clesceri et al. (1998),
los coliformes fecales son habitantes normales de la flora microbiana intestinal de
animales de sangre caliente. No obstante, los resultados expuestos previamente, difieren
de lo obtenido por Zamora (2012) utilizando lixiviados diluidos al 10%, y Garcia y
colaboradores (2008), quienes no encontraron la presencia de E. coli en varios
lixiviados de bovino evaluados. Cabe destacar que los valores encontrados en el abono
concentrado son muy bajos y que probablemente hubieran resultado negativos en los

abonos diluidos.

Las poblaciones de hongos y levaduras de ambos lixiviados son superiores a las
encontradas por Zamora (2012) en lixiviados diluidos al 10%, mientras que los
contenidos de bacterias, actinomicetes y lactobacilos resultaron ser similares. La
poblacion de lactobacilos para ambos lixiviados fue superior a la que encontré Zamora
(2012) en un lixiviado bovino diluido al 10%. Segun esta autora, es posible que el alto
valor de pH (9,5) del lixiviado limitara el crecimiento de la poblacion de éstos
microorganismos, ademas del bajo contenido de nutrientes que tenia el lixiviado.
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En el cuadro 10, se observa que el contenido calculado de microorganismos es
mas alto en los lixiviados de vermicompost de broza de café¢ y de broza de café con

camaron en la dosis del 20%.

Cuadro 10. Contenido de microorganismos calculados de acuerdo a la dosis de abono.

Lixiviado Bacterias Actinomicetes  Hongos Levaduras Lactobacilos
(UFC*/ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml)
Broza de café 5% 1,9x10° <5,0x10? 4,0x10° <5,0x10' 2,4x10°
Broza de café 10% 3,7x10* <1,0x10° 8,0x10° <1,0x10? 4,7x10*
Broza de café 20% 7,4x10* <2,0x10° 1,6x10* <2,0x10 9,4x10*
Broza de café mas camarén 5% 6,5%10° 6,5x10* 3,2x10* 3,0x10 3,7x10°
Broza de café mas camarén 10%  1,3x10° 1,3x10° 6,3x10° 6,0x10 7,3x10*
Broza de café mas camaron 20% 2,6x10° 2,6x10° 12,6x10° 1,2x10° 14,6x10*

* UFC: Unidades Formadoras de Colonias

4.2.2. Efecto de la aplicacion de lixiviados de vermicompost en el desarrollo
de la enfermedad del ojo de gallo del cafeto.

Es importante mencionar que en este ensayo la infeccion en las hojas de cafeto
con M. citricolor resulté ser menor a la observada para el ensayo de biofermentos, a
pesar de que siempre se mantuvieron condiciones similares. Una posible explicacion a
esta menor infeccion estd relacionada a la pérdida progresiva de la virulencia y
agresividad de la cepa del hongo, producto de la transferencia repetitiva del hongo en
platos Petri con PDA.

A pesar de los bajos niveles de infeccion mostrados por el testigo (cuadro 11),
puede observarse que el lixiviado de broza de café con camardon al 20% fue
estadisticamente diferente al lixiviado de broza de café mas camaron al 5% y 10%, sin

embargo, no se diferencia del testigo ni tampoco del lixiviado de broza de café al 5%.
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Cuadro 11. Efecto de la inoculacion de tres dosis de lixiviados de vermicompost sobre
el desarrollo de la enfermedad del ojo de gallo en hojas de cafeto segun la
prueba de D.M.S.

Tratamiento D.M.S.
Incidencia (N°. N°. lesiones Ne. Severidad (%
lesiones/hoja) esporuladas/hoja  cabecitas/lesion AF.D.)
Lix. Broza café 5% 2,0 (abc)* 0,6 (a) 1,6 (a) 14,2 (abc)
Lix. Broza café 10% 1,2 (bc) 0,5 (a) 1,8 (a) 24,7 (be)
Lix. Broza café 20% 1,1 (bc) 0,7 (a) 1,7 (a) 20,1 (abc)
Lix. Broza café mas
camardn 5% 1,4 (c) 0,6 (a) 1,1 (a) 25,0 (¢)
Lix. Broza café mas
camarén 10% 1,5 (¢) 0,6 (a) 1,6 (a) 21,2 (abc)
Lix. Broza café mas
camarén 20% 0,5 (a) 0,4 (a) 0,6 (a) 8,8 (a)
Testigo 0,7 (ab) 0,6 (a) 1,2 (a) 12,0 (ab)

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

En cuanto al nimero de lesiones esporuladas y el numero de cabecitas por
lesion, se puede apreciar que no existen diferencias estadisticas entre tratamientos, no
obstante, el lixiviado de broza de café con camaroén al 20% tendid a reportar la menor

formacion de este tipo de lesiones y de cabecitas por lesion.

En el caso de la severidad, el tratamiento lixiviado de broza de café con camaron
al 20% mostro ser estadisticamente diferente a los tratamientos lixiviado de broza de
café 10% y lixiviado de broza de café¢ mas camaron 5%, y fue el tratamiento que tendio
a presentar la menor severidad expresada como porcentaje de area foliar dafiada.

Cuando se analiza el area bajo la curva para la variable incidencia (Cuadro 12),
se observa que los tratamientos lixiviado de broza de café al 10%, asi como los
lixiviados broza de café mas camar6n al 5 y 10% presentaron un mayor valor que el
testigo, favoreciendo la incidencia de la enfermedad. Los tratamientos lixiviado de
broza de café con camarén 20% y lixiviado de broza de café 5% y 20% presentaron los
menores valores sin diferenciarse del tratamiento testigo. Ambos tratamientos son
estadisticamente diferentes respecto al lixiviado de broza de café mas camarén 5% y
lixiviado de broza de café mas camaron 10%. En dosis mas bajas al 20% del lixiviado
de broza de café con camaron, la incidencia aumenta. Lo anterior podria estar
relacionado a que con dosis mas bajas los contenidos de nutrientes y microorganismos
(Cuadros 8 y 10) se reducen, limitando probablemente la accion de los mismos.
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En cuanto a la variable nimero de lesiones esporuladas, puede observarse que el
tratamiento que tuvo una mejor respuesta fue el lixiviado de broza de café al 5%, a
pesar de esto, es estadisticamente igual al lixiviado de broza de café con camarén al
20%, al testigo y a los lixiviados de broza de café 10% y 20%. Se puede apreciar que los
lixiviados de broza de café enriquecidos con camardn, en dosis mas bajas al 20%,

favorecen el nimero de lesiones con gemas o cabecitas.

Cuadro 12. Efecto de la aplicacion de tres dosis de lixiviados de vermicompost sobre
el desarrollo de la enfermedad del ojo de gallo segiin el andlisis de area
bajo la curva.

Tratamiento ABC
Incidencia (N°. N°. lesiones Ne.
lesiones/hoja) esporuladas/hoja cabecitas/lesion
Lix. Broza café 5% 7,1 (ab)* 2,6 (a) 6,8 (ab)
Lix. Broza café 10% 10,5 (bc) 3,8 (ab) 10,5 (ab)
Lix. Broza café¢ 20% 9,9 (abc) 3,7 (ab) 9,2 (ab)
Lix. Broza café mas
camardn 5% 12,3 (¢) 4,1 (bc) 7,1 (ab)
Lix. Broza café mas
camarén 10% 12,3 (¢) 5,5 (¢) 11,2 (b)
Lix. Broza café mas
camarén 20% 5,5 (a) 2,9 (ab) 5,2 (a)
Testigo 5,4 (a) 3,0 (ab) 6,0 (ab)

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

Por ultimo, el tratamiento lixiviado de broza de café con camaron al 20% fue
estadisticamente diferente al lixiviado de broza de café mas camardon al 10%, ninguno

de los tratamientos se diferenci6 del testigo.

La informacién presentada en los andlisis expuestos, hacen ver que el lixiviado
de broza de café mas camaro6n al 20% tuvo un valor promedio que tendi6 a ser menor
que el testigo en algunas de las variables evaluadas. Es muy probable, que la baja
infeccion presentada en el ensayo haya tenido una contribucidon importante en un menor

efecto supresivo mostrado para este tratamiento.
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4.3. Momentos de aplicacion de los tratamientos donde se obtuvo mayor efecto
supresivo sobre M. citricolor.

4.3.1. Andlisis quimico y microbioldgico de los abonos liquidos utilizados en
el ensayo de tiempos de aplicacion.

Como se observa en el cuadro 13, el Lactobiol presenta mayores contenidos de P
(238 mg/L), Ca (1616 mg/L), Mg (430 mg/L), S (520 mg/L) y Zn (96 mg/L), mientras
que en el lixiviado de broza de café con camaron, elementos quimicos como N (1326
mg/L), K (9792 mg/L), Fe (333 mg/L), Mn (13 mg/L) y B (6 mg/L), muestran ser mas
altos. El lixiviado de vermicompost de broza de café con camardn tiene un pH mayor

que el Lactobiol.

Cuadro 13. Analisis quimico de abonos liquidos preparados a partir de materiales de
origen animal y vegetal.

Abonos
liquidos N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B pH
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Lactobiol 808 238 1010 1616 430 520 50 1 96 8 3 5,0
Broza de café
con camaron 1326 188 9792 426 205 284 333 2 6 13 6 9,3

En el cuadro 14, pueden observarse los contenidos de nutrientes calculados para
las diferentes dosis de abono utilizadas en el ensayo. El contenido de N, P, K, Fe, Mn y
B, fue mayor en el lixiviado que en el Lactobiol, a su vez, el contenido de Ca y Zn fue
mayor en el Lactobiol.

Cuadro 14. Contenido de nutrientes calculados de acuerdo a la dosis de los abonos.

Abonos liquidos N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Lactobiol 10% 80,8 23,8 101 161,6 43 52 5 0,1 9,6 0,8 0,3
Broza de café con
camar6n 20% 265 37,6 1958 85,2 41 56,8 66,6 0,4 1,2 2,6 1,2
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En lo referente al analisis microbioldgico (Cuadro 15), puede observarse que las
poblaciones de bacterias, actinomicetes y hongos tienden a dominar en el lixiviado,
mientras que las levaduras y los lactobacilos, fueron mayores en el Lactobiol. En el biol
no se detectd la presencia de coliformes fecales mientras que en el caso del lixiviado se
encontraron niveles bajos.

Los biofermentos y lixiviados de vermicompost, mostraron altas poblaciones de
diversos grupos de microorganismos. Estos abonos orgdnicos poseen una alta cantidad
de nutrientes (Cuadro 13) que sirven de sustento para los microorganismos contenidos
en ellos (Meléndez y Soto 2003).

Cuadro 15. Caracteristicas microbiologicas de los abonos liquidos elaborados con
materiales de origen animal y vegetal.

Coliformes
Abonos liquidos  Bacterias Actinomicetes Hongos Levaduras Lactobacilos Fecales
(UFC*/ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) (NMP**/ml)

Lactobiol 4,0x10° 1,0x10* <1,0x10°  1,1x107 1,6x107 <2
Broza de café mas
camaron 8,8X10’ 1,0X10° 3,0x10*  2,1X10" 1,2X10° 13

* UFC: Unidades Formadoras de Colonias ** NMP: Numero Mas Probable

En el cuadro 16 se presenta el nimero estimado de microorganismos para las
dosis utilizadas en este segundo analisis, encontrdndose un mayor nimero de bacterias,
actinomicetes y hongos en el lixiviado y un mayor niimero de levaduras y lactobacilos
en el Lactobiol (Cuadro 16).

Cuadro 16. Contenido de microorganismos calculados de acuerdo a la dosis de los

abonos.
Abonos liquidos Bacterias Actinomicetes  Hongos Levaduras Lactobacilos
(UFC*/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)  (UFC/ml) (UFC/ml)
Lactobiol 10% 4,0x10° 1,0x10° <1,0x10° 1,1x10° 1,6x10°
Broza de café mas camaron
20% 1,8%10’ 2,0x10* 6,0x10° 4,2x10° 2,4x10°

* UFC: Unidades Formadoras de Colonias
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4.3.2. Efecto del tiempo de aplicacion de los biofermentos y lixiviados de
vermicompost sobre la incidencia y severidad de ojo de gallo en
hojas de cafeto.

4.3.2.1. Efecto del tiempo de aplicacion de los abonos liquidos sobre la incidencia
de la enfermedad.

La informacion presentada para los tratamientos aplicados 24 horas antes de la
inoculacion (24 H.A.I), respecto a la variable nimero de lesiones por hoja (Figura 10),
muestra que el lixiviado de broza de café con camaréon 20% fue diferente
estadisticamente al testigo y al Lactobiol 10%, y que el primero logr6 tener el mayor
efecto en la incidencia de la enfermedad, alcanzando un valor de 2,47. También puede
observarse, para este tiempo de aplicacion, que el Lactobiol 10% alcanza el valor méas
alto estimado en 6,58, sin diferenciarse del testigo.

NUmero lesiones/hoja
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Lactobiol Lix. Broza Testigo

10% (24 cafée+ (24H.AD)  10%(1 café+ H.D.I) 10% (24  café+ (24H.D.D)
H.AI) camarén H.D.I) camarén H.D.I) camar6n
20% (24 20% (1 20% (24
H.A.D H.D.) H.D.D)

Tratamientos por tiempo de aplicacion

Figura 10. Efecto del tiempo de aplicacion de las mejores dosis de tratamiento sobre la variable
numero de lesiones por hoja segun el andlisis del drea bajo la curva. (24 H.A.I). 24
horas antes de la inoculacion. (1 H.D.I). 1 hora después de la inoculacion. (24
H.D.I). 24 horas después de la inoculacion.
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Como se observa en la figura 10, los tratamientos aplicados 1 hora después de la
inoculacion (1 H.D.I), no tuvieron efecto sobre el patdogeno.

Por ultimo, aquellos tratamientos que fueron aplicados 24 horas después de la
inoculacion (24 H.D.I), no se diferenciaron significativamente entre si y se encuentran,
incluyendo el testigo, entre los valores mas bajos presentados por esta variable. Al
parecer la metodologia utilizada (como se discute mas adelante) afectd la capacidad de
infeccion del hongo ya que el testigo fue significativamente menor que los testigos con
otros tiempos de aplicacion.

Los datos indican que el tratamiento en el que se obtuvo la mayor reduccion en
el nimero de lesiones con respecto al testigo fue el lixiviado de broza de café con
camar6n al 20% aplicado 24 horas antes de la inoculacion con el hongo M. citricolor
(Figura 10). Lo anterior se fundamenta también en la investigacion realizada por
Zamora (2012), quién indica que en el tiempo de 24 horas después de realizar la
aplicaciéon del té de vermicompost, se llegan a mantener en el filoplano altas
poblaciones de los microorganismos inoculados que probablemente compiten con el
inéculo del patogeno.

4.3.2.2. Efecto del tiempo de aplicacion de los abonos liquidos sobre el nimero de
lesiones esporuladas por hoja.

Con base en la informacion expuesta por la figura 11, se puede apreciar para el
tiempo de aplicacion de 24 horas antes de haber sido inoculado el hongo, que el
tratamiento lixiviado de broza de café con camardn 20% fue estadisticamente diferente
al Lactobiol 10% y al testigo, puede observarse que el valor del numero de lesiones
esporuladas para este tratamiento fue el mas bajo (0,33), mientras que el testigo reporta
el valor mas alto de 2,93. El Lactobiol 10% no se diferencio del testigo.

Cuando los tratamientos fueron aplicados una hora después de la inoculacion, no

se observo diferencias entre los mismos.
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Figura 11. Efecto del tiempo de aplicacion de las mejores dosis de tratamiento sobre la variable
numero de lesiones esporuladas por hoja segtn el analisis del area bajo la curva.
(24 H.A.I). 24 horas antes de la inoculacion. (1 H.D.I). 1 hora después de la
inoculacion. (24 H.D.I). 24 horas después de la inoculacion.

Por otra parte, cuando éstos productos liquidos se aplicaron 24 horas después de
la inoculacion, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos,
presentando (con excepcion del tratamiento inoculado con el lixiviado 24 horas antes),
la menor cantidad de lesiones esporuladas.

4.3.2.3. Efecto del tiempo de aplicacion de los abonos liquidos sobre el nimero de
cabecitas por lesion.

Como se observa en la figura 12, los tratamientos que fueron aplicados 24 horas
antes de la inoculaciéon muestran que el tratamiento lixiviado de broza de café mas
camaron 20%, logréo reducir los valores del nimero de cabecitas hasta 0,47,
diferenciandose del testigo con un resultado mas alto de 6,59.

El nimero de cabecitas por lesion no se vio afectado por la aplicacion del
lixiviado y el biofermento una hora después de la inoculacion (Figura 12). Cuando los
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productos se aplicaron 24 horas después de la inoculacion, se observa una tendencia a
un menor nimero de cabecitas en los tratamientos en los que se aplicaron productos, sin

embargo, los tratamientos no se diferenciaron del testigo.
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Figura 12. Efecto del tiempo de aplicacion de las mejores dosis de tratamiento sobre la variable
numero de cabecitas por lesion segun el analisis del area bajo la curva. (24 H.A.I).
24 horas antes de la inoculacion. (1 H.D.I). 1 hora después de la inoculacion. (24
H.D.I). 24 horas después de la inoculacion.

4.3.2.4. Efecto del tiempo de aplicacion de los abonos liquidos sobre la severidad de
la enfermedad.

Con base en la figura 13, se puede observar para la variable severidad de 24
horas antes de la inoculacion, que el tratamiento lixiviado de broza de café con camarén
20% fue estadisticamente diferente al Lactobiol 10%, ademds de esto, fue el que
presentd el resultado mas bajo para esta variable (0,64), con respecto al Lactobiol 10%
que presentd el valor mas alto (5,86). Los resultados obtenidos para aquellos
tratamientos que fueron aplicados una hora después de la inoculaciéon indican que el
tratamiento lixiviado de broza de café mas camardén 20% muestra ser estadisticamente
igual al testigo donde este ultimo tratamiento presentd el valor promedio mas bajo
estimado en 1,72, puede observarse también, que el Lactobiol 10% fue estadisticamente
mayor que el testigo favoreciendo el desarrollo de la enfermedad.
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Con respecto a los tratamientos aplicados 24 horas después de la inoculacion, no

se obtuvo diferencias entre tratamientos, no obstante, los valores tienden a ser menores

a las reportados para los otros tiempos de aplicacion, un comportamiento que esta

relacionado a la menor infeccion en las hojas de cafeto.
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Tratamientos por tiempo de aplicacion
Figura 13. Efecto del tiempo de aplicacion de las mejores dosis de tratamiento sobre la variable

porcentaje de area foliar dafiada segin la prueba de D.M.S. (24 H.A.I). 24 horas
antes de la inoculacién. (1 H.D.I). 1 hora después de la inoculacion. (24 H.D.I). 24
horas después de la inoculacion.

En términos generales el tratamiento Lactobiol 10% no tuvo efecto sobre la

incidencia y severidad de la enfermedad, mientras que el tratamiento lixiviado de broza

de café mas camaron 20%, redujo la incidencia, el nimero de lesiones esporuladas y el

nimero de cabecitas por lesion para el tiempo de aplicacion de 24 horas antes de la

inoculacion con el hongo M. citricolor. Lo anterior puede deberse a la cantidad y

diversidad de grupos de microorganismos presentes en este abono y que fueron

inoculados en las hojas, a los mayores contenidos de nutrientes que podrian

proporcionar alimento a las poblaciones de microorganismos, los cuales podrian

presentar relaciones antagonicas y de competencia con el hongo M. citricolor.
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Por otra parte, el efecto supresivo podria estar relacionado a las propiedades
fungicidas mostradas por la quitina y sus derivados, debe sin embargo, demostrase la

presencia de derivados de quitina en el lixiviado.

En los tratamientos aplicados a las 24 horas después de la inoculacion, se
observo para la variable incidencia, valores significativamente menores del testigo con
respecto a los testigos aplicados en otros intervalos de tiempo. Este comportamiento
podria deberse a que en los tratamientos a los que se aplicaron los productos y el agua
estéril 24 horas antes de inocular el hongo, se proporciond una pelicula de mojadura
foliar (por parte de los tratamientos) que podria crear un microambiente mas himedo
sobre la superficie foliar, lo que favorecid la germinacion de las cabecitas una vez
inoculadas, ademas, la mojadura foliar previa probablemente favoreci6 que las gotas de
agua desionizada estéril que se disponen junto con las cabecitas se adhirieran mejor a la
lamina foliar, de manera similar sucede en el caso de los tratamientos aplicados 1 hora
después de la inoculacion, la aplicacion de la mojadura foliar por parte de los
tratamientos se hace tan solo una hora después de colocar el hongo en los puntos de
inoculacién. De manera contraria, cuando los tratamientos fueron aplicados 24 horas
después de la inoculacion del hongo, las gotas de agua desionizada estéril colocadas
junto con las cabecitas, pudieron haber sufrido cierto grado de evaporacion, lo cual
pudo afectar la infeccion. Otro aspecto a considerar es que el aerografo genera una
fuerte corriente de aspersion, que pudo haber ocasionado un efecto de “barrido”

contribuyendo a que algunas de las cabecitas se desprendieran de la ldmina foliar.

Por otra parte, es importante sefalar que la inoculaciéon del hongo en el
tratamiento 24 H.A.L se realizo 24 horas después de cortada la hoja, mientras que para
los otros tratamientos, el hongo se inoculd inmediatamente después de cortarlas.
Cambios quimicos sufridos por las hojas escindidas pudieron contribuir a que los

testigos presentaron un comportamiento diferente.

4.4. Efecto de biofermentos y lixiviados de vermicompost sobre la incidencia y
severidad de ojo de gallo en plantas de cafeto.

Con base en la informacion presentada por el cuadro 17, puede observarse para
las variables incidencia y nimero de lesiones esporuladas por hoja, que el tratamiento
lixiviado de broza de café mas camaron 20% fue estadisticamente diferente al testigo, y
fue el tratamiento que obtuvo el valor promedio mas bajo para las variables en mencion;
por otra parte, el Lactobiol 10% tendi6 a presentar un nimero menor de lesiones
esporuladas que el testigo.
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Cuadro 17. Efecto de las mejores dosis de tratamiento y mejor tiempo de supresion
sobre la enfermedad ojo de gallo en plantas a nivel de invernadero segun
prueba de D.M.S.

Tratamiento D.M.S.
Incidencia (N° N° lesiones N° Severidad
lesiones /hoja)  esporuladas/hoja cabecitas/lesion  (%A.F.D.)

Lix. Broza café

mas camaréon 20% 0,3 (a)* 0,0 (a) 0,0 (a) 0,5 (a)
Lactobiol 10% 0,4 (ab) 0,1 (ab) 0,2 (a) 0,5 (a)
Testigo 0,7 (b) 0,2 (b) 0,5 (a) 0,7 (a)

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

Para las variables niimero de cabecitas por lesion y severidad, todos los

tratamientos fueron estadisticamente similares.

La informacion proporcionada por el andlisis de area bajo la curva (Cuadro 18),
muestra para las variables incidencia y nimero de lesiones esporuladas por hoja, que el
tratamiento lixiviado de broza de café mas camaron al 20% fue estadisticamente
diferente al testigo, obteniendo el valor promedio mas bajo para ambas variables. En lo

referente al nimero de cabecitas, no se observaron diferencias entre tratamientos.

Cuadro 18. Efecto de las mejores dosis de tratamiento y mejor tiempo de supresion
sobre la enfermedad ojo de gallo en plantas a nivel de invernadero segun el
analisis del area bajo la curva.

Tratamiento ABC
Incidencia (N° N° lesiones N°
lesiones /hoja) esporuladas/hoja  cabecitas/lesion
Lix. Broza café¢ mas
camaron 20% 3,6 (a)* 0,0 (a) 0,0 (a)
Lactobiol 10% 5,6 (ab) 0,2 (ab) 0,5 (a)
Testigo 10,8 (b) 0,7 (b) 1,8 (a)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<=0.05).
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La figura 14 muestra la formacion de lesiones y de lesiones esporuladas en hojas
de plantas. Puede observarse la distribucion de éstas lesiones a ambos lados de la
venacion central. Se puede apreciar como el tamafio de las mismas tiende a ser menor si
se compara con aquellas formadas en hojas dispuestas en una camara hiumeda con
humedad relativa alta y constante, ademas de mojadura foliar con aspersiones regulares
de agua destilada. Se puede apreciar como el nimero de cabecitas en una lesion de hoja
en planta varidé con respecto a la cantidad de cuerpos fructiferos formados sobre una
lesion en hoja a nivel de cdmara hiimeda.

Para que ocurra la germinacién de la gema en las hojas del cafeto y halla una
adecuada infeccion del hongo, deben estar presentes condiciones favorables, tales como,
una temperatura media menor de 21°C, humedad relativa mayor al 80% vy la
permanencia constante de una pelicula de agua en la lamina foliar (minimo 18 horas de
mojadura foliar al dia), si no se dan estas condiciones, la gema se deshidrata y por ende,
muere (Bonilla 1980, Carvajal 2011, Barquero 2012). De igual manera, Barquero et al.
(2012) indican que M. citricolor necesita la permanencia de una pelicula de agua sobre
la hoja por un determinado tiempo y que estudios realizados por el CICAFE han
concluido que son necesarios al menos 4 dias con agua superficial sobre la hoja para
que todo el proceso de infeccion ocurra. Las primeras 48 horas de infeccion son
fundamentales para que las gemas tengan éxito en la infeccion, si en este tiempo la

pelicula de agua es inconsistente, habra una gran variacion en las infecciones.

.

Figura 14. Lesiones en hojas a nivel de plantas y en hojas a nivel de camara himeda. A.

Lesiones en hoja a nivel de planta. B. Presencia de cabecitas sobre la lesion. C.
Lesiones en hoja de camara himeda. D. Cuerpos fructiferos en lesion a nivel de
camara humeda.

A pesar de que se colocaron anillos de plastilina sobre las hojas de las plantas
para reducir el desprendimiento del agua con las cabecitas, es muy probable que con la
introduccion de las bolsas plasticas se produjera cierta pérdida de agua, siendo la misma
esencial para favorecer la germinacion de la gema o cabecita y por ende, la infeccion del
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hongo; aunque las plantas tuvieran una humedad relativa alta dentro de las bolsas en el
periodo de 48 horas, la permanencia de agua en el punto de inoculacion pudo haberse
afectado.

Por otra parte, la alta temperatura generada dentro del invernadero pudo
ocasionar que el agua asperjada sobre el follaje se evaporara rapido entre los tiempos de
aspersion (principalmente en los momentos mas calurosos del dia), reduciendo, de esta
manera, la persistencia de una pelicula de agua sobre la lamina foliar, una vez que las

bolsas fueron retiradas y el riego se activo.

Es importante resaltar que la temperatura dentro del invernadero superd los 23
°C, por lo que este factor pudo haber afectado la incidencia y severidad del hongo M.
citricolor en plantas. Al respecto Bonilla (1980), sefiala que cuando las temperaturas
sobrepasan los 23°C, la enfermedad pierde importancia.

Otros factores que podrian haber influido en el menor éxito de infeccidon en
plantas con respecto a los observado en el laboratorio son la capacidad adaptativa del
hongo de infectar hojas solo en condiciones de laboratorio y a que las hojas en planta se
mantienen fijadas a ella, disponiendo de reservas de nutrientes la mayor parte del
tiempo (especialmente de nutrientes como el calcio), ademds de un sistema de defensa

activo por parte de la planta, lo que las hace menos susceptibles al ataque del hongo.
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5. CONCLUSIONES

La adicion de la cascarilla del camardn a los biofermentos y lixiviados de
vermicompost modifico las caracteristicas quimicas y microbioldgicas de éstos

abonos liquidos.

Los coliformes fecales fueron encontrados en los lixiviados de
vermicompost, no asi en los biofermentos. Esto también pareciera indicar que un
biofermento preparado con boiiiga no es sindbnimo de presencia de coliformes

fecales en el biol, siempre y cuando el abono se prepare de manera adecuada.

Las dosis mas altas de los biofermentos y lixiviados de vermicompost,
estan asociadas a un contenido mas alto de nutrientes y un mayor niimero de

microorganismos.

La dosis en que se apliquen los biofermentos y lixiviados de vermicompost
influyen directamente en la menor o mayor supresion del hongo M. citricolor,

siendo mejores las dosis mas altas en el combate de la enfermedad.

De las dosis de biofermentos, el lactobiol al 10% tendi6 a presentar el valor
promedio mas bajo para todas las variables evaluadas, presentando un nimero

significativamente menor en la incidencia y nimero de lesiones esporuladas.

En cuanto a los lixiviados de vermicompost, el lixiviado de broza de café
mas camaron en la dosis del 20%, no presentd un efecto significativo en ninguna
de las variables evaluadas con respecto al testigo.

En lo referente al ensayo de los tiempos de aplicacion, el lixiviado de broza
de café mas camaron al 20%, presentd un efecto significativo en la incidencia,
nimero de lesiones esporuladas por hoja y numero de cabecitas por lesion,
cuando los tratamientos fueron aplicados 24 horas antes de la inoculacion con el
hongo M. citricolor, mientras que el lactobiol 10% no tuvo efecto significativo
sobre la incidencia y severidad de la enfermedad.

En el ensayo en plantas a nivel de invernadero, el lixiviado de broza de
café mas camaron al 20%, mostré un efecto significativamente menor en la

incidencia y niimero de lesiones esporuladas por hoja y tendié a presentar el
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valor promedio més bajo en cuanto al nimero de cabecitas por lesion y
severidad de la enfermedad.

Los biofermentos enriquecidos con residuos de camaron en algunos casos
favorecieron el desarrollo de la infeccion.

A pesar de la baja infeccion obtenida a nivel de invernadero, la colocacion
de anillos de plastilina alrededor de los puntos de inoculacion redujo la pérdida
de las cabecitas de M. citricolor una vez efectuadas las inoculaciones.
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6. RECOMENDACIONES

Al encontrarse una reduccion de la esporulacion y presencia de cabecitas
por el lixiviado de broza de café¢ con camardn, se plantea investigar si este efecto
se atribuye a la presencia de microorganismos antagonistas y/o derivados de

quitina.

Evaluar otras variables que podrian influir en la capacidad de supresion de
los biofermentos y lixiviados de vermicompost, tales como la relacion C/N, y la
presencia de derivados de quitina y microorganismos quitinoliticos en los

abonos enriquecidos con camaron.

Los biofermentos y lixiviados de vermicompost son una alternativa con
potencial, a lo que se requiere dar continuidad de estudio para realizar pruebas a
nivel de campo; de tal manera, que se pueda evaluar el comportamiento y la
eficacia de estos productos bajo condiciones agroclimaticas distintas y
cambiantes.

Los biofermentos y lixiviados de vermicompost, no deben ser considerados
solamente como un sustrato nutritivo para las plantas, si no que se debe resaltar
su efecto para el combate de una enfermedad de importancia econdmica en la
caficultura nacional.

Podria utilizarse algiin adherente como complemento de los biofermentos y
lixiviados de vermicompost en estudios bajo condiciones de campo, de tal
manera, que esto permita aumentar la persistencia de los productos en las plantas
y prolongar por mas tiempo su efecto, principalmente si las aplicaciones se
hicieran en la época lluviosa.
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8. APENDICE

Recuentos de microorganismos en los biofermentos y lixiviados de vermicompost.

Cuadro 1. Medios de cultivo y diluciones utilizados en los recuentos de

microorganismos.

RECUENTO Dilucion en tubo Dilucion en plato Medio de cultivo

Hongos 10% 10°, 10° 10%, 10 10° Papa dextrosa agar
(PDA)

Bacterias Albuminato de sodio

reras I 108, 10, 10° 10*, 10%, 106 " '
Actinomicetes
Levaduras 10~ 10°, 10* 10°, 10, 10° Extracto de Malta
Lactobacilos Man, Rogosa vy

10',10%,10°

10%, 10% 10°

Sharpe (MRS).

Coliformes fecales

10", 10°, 10°

10%, 10%, 10°

Agar bilis rojo violeta
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