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RESUMEN

EVALUACION DEL EFECTO ENZIMATICO DEL HONGO
Verticillium hemileiae SOBRE LA Hemileia vastatrix (Berk & Br.)

INCITANTE DE LA ROYA DEL CAFETO

El presente trabajo se disendé para evaluar bajo condicio-
nes de invernadero el efecto enzim&tico del hongo V. hemileiae

sobre la H. vastatrix

El trabajo tuvo una duracién de 6 meses y constd de 2 e-
tapas. La primera incluyé la fase de inoculacién de roya a 20
plantas de café variedad caturra de 9 meses de edad por el mé-
todo de contacto, uniendo con un clip hojas enfermas de campo
con hojas sanas de las plantas. Estas permanecieron bajo condi-
ciones de humedad (c8&mara h@imeda) hasta los 35 dias en que se

hicieron visibles los sintomas de infeccién.

Una vez infectado el material se aplicé una solucién Bu-
ffer o Tampén (Acido Bérico - Bdrax) que se emple§ como extrac-
tante conteniendo la enzima del hongo V. hemileiae. Se evalua-
ron tres concentraciones de la solucidén Buffer + enzima, una
concentracién sin diluir, aplicando 250 cc. de la solucidn pura,
otra dilufda con agua destilada en relacién 1:1, aplicando 125

cc. de agua y 125 cc. de la solucibn, y una filtima diluida en



relacibn 1:2, aplicando 83 cc. de la solucibn y 167 cc. de agua
destilada. La solucibn en sus tres diferentes concentraciones

se asperjaron con atomizadores manuales sobre el env8s de las -
hojas de 5 plantas de café infectadas, una sola vez y al inicio
de la investigacifn. Se utiliz6 un disefio completamente al a -
zar con 4 tratamientos y 5 repeticiones, dejando un testigo ab-
soluto. De cada repeticién se tomaron 5 hojas con roya para el
estudio de los factores y variables de respuesta, cada 7 dfas

para hacer un total de 10 lecturas. Los factores considerados

para estudio fueron roya activa presente, roya necrosada presen
te, roya activa caida y roya necrosada cafda. Todos ellos ex -

presados en porcentaje de &rea foliar.

Para los efectos de cuantificacién de los resultados y
encontrar las diferencias en el control de la roya por cada tra
tamiento y proceder a su andlisis estadistico matemitico, se to
mé como referencia la metodologfia del efecto acumulativo de la
enfermedad por el perfodo que durb el ensayo (10 lecturas). Se
observd que el tratamiento con la solucién sin diluir mostré -
los menores porcentajes de severidad del &rea foliar afectada,
seguido por el tratamiento diluido en relacién 1:1, 1:2 y testi

go respectivamente.

En una segunda etapa y siguiendo el mismo procedimiento



anterior, se evalué la solucibén Buffer sola para determinar el
efecto independiente de esta. Aunque esta etapa no se inicié
bajo las mismas condiciones de roya ni en el mismo tiempo que
la etapa anterior, los resultados fueron similares y muestran
que se pudo inferir que el extracto (enzima + solucibén buffer)
y la solucién Buffer sola causaron un efecto degradante sobre
la H. vastatrix. Se encontraron en ambas etapas, diferencias

significativas entre los tratamientos y el testigo absoluto.

Lo que nos conduce a rechazar de que existe un efecto
enzimatico proteolftico del hongo V. hemileiae sobre la H. vas-
tatrix y aceptar un efecto fungicida de la solucibn Buffer ex-

tractante sobre la roya del cafeto.

De esta forma se recomienda continuar con este trabajo,
probando otras soluciones extractantes y efectuar pruebas con
caldos a base de boratos para conocer su verdadero valor en su

posible control de la roya del cafeto.
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I. INTRODUCCION

La roya del cafeto, producida por el hongo Hemileia vasta-
trix es una enfermedad fungosa que ha llegado a afectar la cafi-
cultura del pafis poniendo en peligro la produccibn nacional de
ese valioso grano. Por ello es necesario emplear medidas de con-
trol que ayuden a prevenir o contrarrestar el dano causado por la
epifitia. Actualmente se utiliza el control quimico auxiliado de
précticas culturales para el control de la roya; sin embargo, se
sabe que existen microorganismos en el medio ambiente que tienen
influencia bibtica negativa sobre el desarrollo de patbgenos en

general sin afectar a las plantas.

Algunos estudios han demostrado que varias especies del gé-
nero Verticillium sp, tienenla capacidad de segregar substancias
lfticas que penetran las paredes celulares con propiedades carac-
teristicas de una enzima, la que es responsable de la desintegra-

cibén de varios tipos de roya (8).

De las especies estudiadas el hongo Verticillium hemileiae
parece ser una de las especies con buena actividad proteolftica y

lisogénica especifica contra la Hemileia vastatrix.

El presente trabajo se disen6 para evaluar bajo condiciones

de invernadero el efecto enzim&tico del hongo V. hemileiae sobre



la H. vastatrix.

El trabajo tuvo una duracibén de 6 meses y constd de dos
etapas:

La primera incluy6 la fase de inoculacibén de roya y eva-
luacién de la enzima del hongo contenida en una solucién buffer
o tamp6n a base de &cido b6rico y b6rax. Esta etapa se inicié

el 23 de mayo y se concluy6 el 14 de septiembre.

La seqgunda consistid en evaluar la solucibén buffer sola
para determinar el efecto independiente de esta. Habiéndose i-

niciado el 19 de agosto y se concluy6 el 20 de octubre.

De los resultados obtenidos se presenta una posible nue-
va alternativa de control y una base para futuras investigacio-

nes sobre la material.

IT. OBJETIVOS

General:
Obtener nuevas opciones de control mediante el uso del hon-

go Verticillium hemileiae sobre la Hemileia vastatrix.

Especifico:
Determinar el efecto degradante causado por la enzima del

hongo V. hemileiae sobre el desarrollo de ia roya del ca-



feto en condiciones de invernadero.
Determinar el efecto fungicida de la Solucibn Buffer (A-

cido Bb6rico + Bb6rax) sobre la roya del cafeto.

ITI. HIPOTESIS
Hip6tesis Alternativa I:

Existe efecto enzimitico proteolitico del hongo V. hemi-
leiae sobre la roya del cafeto H. vastatrix a nivel de inverna-

dero.

Hipbtesis Nula I:

No existe efecto enzimdtico proteolitico del hongo V. he-
mileiae sobre la roya del cafeto H. vastatrix a nivel de inverna-

dero.
Hipbtesis Alternativa II:
Existe un efecto fungicida de la solucidn Buffer extra-

tante sobre la roya del cafeto.

Hipb6tesis Nula II:

No existe efecto fungicida sobre la roya del cafeto pro-

ducida por la solucidn Buffer.



IV. REVISION DE LITERATURA

De acuerdo a la tendencia corriente en la fitopatologia,
la resistencia a las enfermedades es un fenémeno din&mico, re-
sultado de la interaccidn de dos sistemas metab8licos, hospede-
ro y parésito, Muller y Borger citados por Medeiros (10) propu-
sieron que los compuestos fungitdxicos producidos como resulta-
do de la referida interaccién y lo cual inhibe el desarrollo de
microorganismos patdgenos en las plantas fueron llamados fitoa-

lexinas.

El mismo autor plantea que la inhibicién inducida en el
largo de los tubos germinativos de uredosporas de roya de café
por difusidn de hojas inoculadas con las diferentes especies de
roya variaban entre 50 y 90% de inhibicién, de &ste modo se in-
dica que las sustancias anti-hongo fueron producidas en las va-

rias asociaciones de café y especies de roya.

Comparativamente, difusiones de hojas inoculadas con ra-
zas compatibles de H. vastatrix nunca causaron ninguna inhibi-

cién (10).

Recientes estudios mostraron que sobre las uredosporas
del hongo Hemileia vastatrix, se desarrollaba un hongo que lle-

gaba a cubrir con un micelio blanco todo el soro y del que no



se conoce su influencia en las posteriores lesiones que se mani-
fiestan en las hojas atacadas por la Roya. Una vez aislado este
hongo, se identificd como perteneciente al género Verticillium,

presentando unas caracteristicas semejantes al V. hemileiae (7).

Otro aspecto de importancia en los canales de "control"
de este hongo, es que a la vista de los resultados logrados, se
han obtenido respuestas semejantes de digestién de las uredospo-
ras de varios tipos de royas. De ello se deduce que este hongo
segrega una sustancia litica que penetra a las paredes celulares,
con propiedades caracteristicas de una enzima, responsable de 1la
desintegracibén de las uredosporas de Puccina sp., Melampsora sp.

y Hemileia sp. (7), en el caso expresado.

Observaciones realizadas sobre microcultivos de uredospo-
ras en diferentes tiempos de incubacidn, demostraron que V. hemi-
leiae se desarrollaba bien, utilizando como Ginica fuente de ali-
mento las uredosporas. Seglin los autores Leal y Villanueva (7)

a los tres dias y a lo largo de los siguientes, el ataque se hi-
zo mids manifiesto, con liberacidén de parte del contenido interno
y desaparicidn de la membrana, hasta llegar a los catorce dias,

en que no pudo apreciarse resto alguno de las uredosporas. Asi-
mismo, se pudieron observar que cuando se efectfian inoculaciones

pulverizando esporas de V. hemileiae sobre plantas de café sanas,



éstas no sufren ataque alguno por parte de este hongo, lo cual
asegura la falta de patogenicidad que el Verticillium ocasiona

en la planta y no sobre el hongo. (7)

Estos Gltimos resultados han sido confirmados por medio
de un extenso estudio de actividades enzimdticas de este grupo
de hongos, demostréndose que las especies de Verticillium paté-
genas para las plantas, presentan actividad pectolfitica, mien-
tras que las que, como V. hemileiae, son de carécter sapréfito

no presentan tales actividades. (7)

La presencia de enzimas pertenecientes al grupo de enzi-
mas pectinoliticas han sido mostradas en una gran variedad de
organismos fitopatfgenos; asf mismo, la existencia de enzimas
hidroliticas semejantes han sido mostradas en medios de cultivo
de muchos mohos patogénicos, aisladas de esos cultivos y su e-
fecto téxico en plantas demostrado. La degradacibén de la pecti-
na de la pared celular, principal sitio de ataque de estas enzi-
mas puede causar marchitamiento y es asf como parece ser que su
presencia juega parte importante en la producci6n de sintomas de

marchitamiento de muchas enfermedades de plantas. (9)

La produccidn de enzimas proteoliticas por microorganis-

mos es ampliamente reconocida y algunas se han obtenido de hon-



gos. En un intento por identificar las actividades enzimdticas
de los filtrados de los medios de crecimiento de miembros del

género Verticillium, se ha notado que filtrados de algunas espe-
cies no patogénicas de este grupo de hongos son capaces de des-

truir proteinas purificadas y bloques de ovalbumina (8).

Estratos en especies no patogénicas de V. hemileiae, y
en mucha menos proporcién de V. lateritium fueron encontrados
para mostrar buena actividad contra fibrinégeno de bovino, al-
bimina de huevo y casefna. El V. hemileiae fue ademds capaz
de licuar gelatina. Todas las otras especies de Verticillium
probadas no mostraron ninguna actividad en las mismas proteinas
y no fueron capaces de digerir la gelatina. Esto ademds denot6
gue la actividad 6ptima de especies proteolfticas fueron alcan-
zadas a un punto definitivo durante el crecimiento que correspon-
di6 a la formacién inicial de esporas. Los resultados ademds su-
gieren que la temperatura Sptima para el crecimiento y produccidn

de enzimas fueron entre 25 y 28°C (8).
Se revis8 el efecto fungicida de los boratos por conside-
rar que estos podrian interferir en la accidén del V. hemileiae,

a continuacién lo encontrado en la literatura al respecto.

Un efecto fungicida de los boratos como inhibidores del



crecimiento fungoso ha sido evidenciado en la preparacién de
caldos completos, tales como el caldo Bordales y el caldo Viso-
sa, donde estos compuestos forman parte integrante para que ac-

tGe como un fungicida (2).

El &cido b6rico y bbérax son también usados para el trata-
miento post-cosecha de algunos frutales de citricos, principal-
mente en el control de pudriciones causadas por Penicillium di-

itatum (moho verde) y P. italicum (moho azul).(2). Los frutos
son inmersos en una solucién de 4% de b6rax, mds 2% de &4cido b6-

rico, dejdndose de 2 a 4 minutos en solucidn acuosa y a 38°C (2).

Un efecto fungicida conocido tanto del &cido b6rico como
b6rax son el tratamiento de micosis de la piel generalmente pro-
ducidas en infantes (11) y el tratamiento fungicida de maderas

aserrradas respectivamente. (12).

Otro uso que se ha dado adem8s del efecto fungicida que
producen, los boratos forman parte de una gran lista de preser-
vativos usados en la industria de productos farmacéuticos y de
cosméticos. (11). También se ha utilizado al b6rax como un an-

ticéptico suave de amplio uso. (12).



V. ANTECEDENTES

En pruebas preliminares realizadas por la Comisifn Roya
del Cafeto en la Finca Buena Vista de ANACAFE, se probaron algu-
nos materiales biolégicos del hongo V. hemileiae a nivel de in-
vernadero para determinar el efecto inhibitorio sobre la roya
del cafeto. Los materiales probados fueron proporcionados por
el Instituto de Ciencia y Tecnologfia Industrial (ICAITI) y ex-
trafdos de cepas de Verticillium hemileiae procedentes de la U-
niversidad de Madrid, Espana. Del cepario se probd micelio re-
cién salido del fermentador, caldo del micelio y una biomasa se-
ca y molida constitufda de hojas de café& con roya y micelio de
Verticillium hemileiae. De estos materiales ninguno resultf te-
ner un efecto inhibitorio sobre la H. vastatrix, no habiéndose

observado parasitismo del V. hemileiae sobre la H. vastatrix.

En una segunda prueba, también en forma prelimiar se cre-
y6 conveniente probar el extracto enzimdtico proveniente del V.
hemileiae, por tener caracteristicas précticas sobre el empleo
del organismo vivo con fines de parasitismo, ya que el V. hemi-
leiae en forma de conidios estd expuesto a los fungicidas que
se emplean en la caficultura para control de otras enfermedades
y de la propia roya, no asi la enzima que es un producto bioqui-
mico insensible a los fungicidas. Sin embargo, para poder emple-

ar la enzima en el control de la roya del cafeto fue necesario
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extraerla utilizando una solucién Buffer o Tamp6n con pH 8.5

como se muestra en el anexo; p8gina 58.

La enzima del V. hemileiae contenida en la solucibén Bu-
ffer fue inoculada sobre plantas de almdcigo infectadas dentro
de un invernadero. A los 8 dias de haberse hecho la asperja-
cibn del extracto se observ6 que algunas plistulas de roya pre-
sentaban un &rea necrosada; sin embargo, planta que no fueron

asperjadas también empezaron a presentar plstulas necrSticas.

Desafortunadamente, las plantas que sirvieron para obser-
vacibn, desde un inicio estuvieron fuertemente infectadas por
roya y como consecuencia las plstulas tendieron a necrosarse por
muerte natural. Adem8s las condiciones de temperatura prevale-
cientes durante las fechas de observacibn fueron demasiado altas,

condici6én favorable para la inhibicibén de la roya.

Por tales razones no se pudo confirmar que la necrosis
observada en las plantas tratadas se debi6 al efecto de la enzi-
ma del V. hemileiae. Con el objeto de conocer si realmente e-
xisti6 un efecto enzimdtico sobre la H. vastatrix se procedif a

realizar su evaluacién a través del presente trabajo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Materiales:

- 40 plantas de café variedad Caturra de 9 meses de edad.

-1

-1

invernadero rGstico.

termbmetro de mixima y mfinima.

atomizador manual.

pipeta de 5 ml.

pipeta de 1 ml.

Erlenmeyer de 250 cc.

galén de agua destilada.

manguera perforada.

pliego de polietileno obscuro.

litro de la solucibén Buffer conteniendo la enzima.

litro de la solucibdn Buffer sola.

Métodos:

La investigacibn se realizb en la Finca Buena Vista,

propiedad de la Asociacibn Nacional del Café, localizada

en el Municipio de San Sebastifn, Departamento de Retal-

huleu, y cuya localizacibén por sus coordenadas respecto

al meridiano de Greenwich es de 14° 36' 42" Latitud Norte

y 91° 38' 30" Longitud Oeste (4).
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Las condiciones en las cuales se efectud el trabajo fue-

Bajo condiciones de invernadero a una altitud de 390 me-
el nivel del mar, entre rangos de temperatura que -

entre 19 y 31 grados centigrados 1/ y condiciones de

veces por dia.

El experimento consté de 2 etapas, evaludndose los siguien-

tratamientos.
CUADRO 1
EVALUACION DEL EFECTO ENZIMATICO DEL
HONGO V. hemileiae SOBRE LA H. vastatrix
PRIMERA SEGUNDA CONCENTRA VOLUMEN
ETAPA ETAPA CION APLICADO
Enzima + Sol. Sol. Buffer Original 2/ 250 cc.
Buffer sola
Enzima + Sol. Sol. Buffer Dilufida Rel
Buffer sola 1:1 3/ 250 cc.
Enzima + Sol. Sol. Buffer Dilufda Rel
Buffer sola 1:2 250 cc.
Testigo Testigo Sin aplica-
cidn 0.0
Datos de temperatura minima y mixima tomados a diario.

Concentracidén original: 3 gr. de biomasa del hongo/900 ml de

Buffer.

Todas las dilusiones se realizaron con agua destilada.
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Vii. METODOLOGIA
1. Descripcibn del Trabajo de Investigacibn

En su primera etapa se inocularon con roya 20 plantas de
café variedad Caturra de 9 meses de edad por el método de contac-
to, uniendo con un clip hojas enfermas de campo con hojas sanas
de las plantas. Seguidamente se colocaron en una camara hGmeda
evitando el paso de luz directa con un pliego de polietileno ne-

gro para dar ambiente de humedad necesaria por 48 horas. (1)

Para faciliar el ambiente hGmedo debid rociarse con agua
las paredes de la c@mara durante el dfa. Adem&s se colocd pie-

drin en el piso para ayudar la evaporaciébn.

Las plantas permaneceiron bajo estas condiciones hasta
los 35 dias en que se hicieron visibles los sintomas de infec-

cién.

Una vez infectado el material se aplicd una solucién Bu-
ffer o Tamp6én (Acido B&6rico + Bbrax) conteniendo la enzima del
hongo V. hemileiae, 4/. La solucién en sus tres diferentes con-

centraciones, como muestra el cuadro 1, se asperj6 con atomizado-

4/ Material proporcionado por el Lic. Roberto de Lebn de la Sec-
cién de Microbiologfa, Div. de Investigacién Aplicada, ICAITI.
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res manuales, una sola vez y sobre el envez de todas las hojas

gque poseia cada planta.

Seguidamente las plantas fueron colocadas sobre camas de

bambG dentro de un invernadero rfistico de plano inclinado.

Para medir el efecto de los tratamientos se sutiliz6 un
diseno completamente al azar con 4 tratamientos y cinco repeti-

ciones.

De cada repeticién se tomaron cinco hojas con roya para
el estudio de los factores y variables de respuesta, cada 7 di-

as para hacer un total de 10 lecturas.

Los factores considerados para estudio fueron: roya ac-
tiva presente (RAP), roya necrosada presente (RNP), roya activa
caida (RAC), y roya necrosada cafida (RNC). Todos ellos expre-
sados en porcentajes de &rea foliar (5). Siendo que la roya ac-
tiva (RAP) y necrosada (RNP) presente se refieren al &rea foliar
gque ocupaba la enfermedad en forma de pfistulas activas o necro-
sadas al momento de la lectura, mientras que la roya activa (RAC)
y necrosada cafda (RNC) se refiere al &rea foliar que ocupb la
enfermedad en las hojas caidas, entre una fecha de lectura y la

siguiente.



15

Para los efectos de cuantificacién de los resultados y
encontrar las diferencias en el control de la roya por cada tra-
tamiento y proceder a su andlisis estadistico-matemdtico se to-
mé como referencia la metodologfa del efecto acumulativo de la
enfermedad (3) por el periodo que dur6 el ensayo (10 lecturas).
Los an8lisis de varianza se realizaron cuantificando el area que
se obtuvo bajo cada curva como resultado de la acumulacidn de
la enfermedad (6) en donde a mayor &drea existe mayor infeccién

de la enfermedad.

En una segunda etapa y siguiendo el mismo procedimiento
anterior, se evalué la solucién Buffer sola para determinar el

efecto independiente de ésta.

2. Metodologfa de An&lisis

Para registrar la informacidn tomada se utiliz6 una esca-
la de severidad con la cual se expresaba el porcentaje de &rea
foliar afectada por roya activa y porcentaje de &rea necrosada
(5). Dicho de otra forma, cada lesibén o pfistula de roya ocupb
un tamano del total del &rea de la hoja y se expresS en porcen-
taje como se muestra en la figura 1, p&gina 59. Sin embargo,
fue necesario considerar de la misma forma el porcentaje de &a-

rea foliar afectada de roya activa caida (RAC) y el porcentaje
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de &rea necrosada caida (RNC). Ya que el café por efectos de
la misma roya, hojas caducas u otras causas defolia en el trans-
curso del tiempo lo que falsamente reduce la proporci6én del &are-

a foliar afectada. (2).

El drea de roya activa (RAP) y necrosada presente (RNP)
se contabilizb en el momento de la lectura, mientras que el &re-
a de lo cafido (RAC y RNC) se calculd por diferencia entre lectu-
ras, obteniéndose el valor para cada repeticién de la sumatoria
del &rea foliar, tanto activa como necrosada de todas las hojas

presentes, asi como de las cafdas (ver anexo p8gina 69).

Una vez definidos los factores en estudio se procedi6 a
tabular y ordenar por tratamiento y repeticibdn los datos obte-
nidos. Para cada tratamiento se obtuvo la sumatoria total de
repeticiones por lectura en cadauno de los factores considerados.
Como se muestra en el ejemplo del cuadro 10, anexo pdgina 61. De
esta forma se obtuvieron los datos presentes y caidos que luego
fueron analizados a través de la metodologfia del efecto acumula-

tivo.

Para fines de an8lisis, se conoci6 el efecto de los tra-
tamientos en funcidén de la disminucién del &rea foliar afectada

por roya activa. Para ello se consider6 el dato de roya total
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presente (RTP), roya activa presente (RAP), asi como roya total

cafida (RTC) y roya activa caida (RAC).

A continuacibén se da un ejemplo sobre la forma de angli-
sis de la metodologia del efecto acumulativo del &rea bajo la

curva (Método Kushalappa) .



Lec Datos Presentes Conteo Cafdo
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CUADRO 2
HOJA DE ANALISIS

DE LA METODOLOGIA DEL EFECTO ACUMULATIVO

TRATAMIENTO:

RTP

84
100.

86.

52.

RTP
RAP
RNP
RT ACUM
RTP

40.5

36.5

24.5

27.5

o

DEL AREA BAJO LA CURVA

18

EXPERIMENTO: Enzima + Sol. Buffer

Columnas
4 7 8
Acumulados 3t0s Acumalado IO
RTC RTC RAC AggM AgﬁM.
0.47
100.5 40.5 0.23
136.5 50.5 0.28
140 0.27
145 0.26
100 195 0.28
3.5 106 29.5 165 57.5 0.32
117 355172 62.5 0.35
123 385 175.5 0.37
126 415 178 67.5 0.38
ROYA TOTAL PRESENTE RTC ROYA TOTAL CAIDA

ROYA ACTIVA PRESENTE RAC
ROYA NECROSADA PRESENTE RNC
ROYA TOTAL ACUMULADA RA ACUM
RAP + RNP RTC

L1 I | I A ||

ROYA ACTIVA CAIDA
ROYA NECROSADA CAIDA
ROYA ACTIVA ACUMULADA
RAC + RNC



Las columnas 1, 2, 3 y 4 representan los datos presentes
y cafdos (hojas cafdas por defoliacibén) en el transcurso del
experimento que fueron tomados en el momento de la lectura.
Las columnas 5 y 6 se obtuvieron de acumular entre lecturas
los datos cafdos. El valor cero, correspondiente a la prime-
ra lectura se debe a que por ser esta la primera no existe

aCin material cafdo.

Para la segunda lectura, se sum§ la columna 3 de la segun-
da lectura m&s la columna 5 de la primera lectura, de igual
forma se sum$ la columna 4 de la segunda lectura con la co-
lumna 6 de la primera lectura y asf sucesivamente para cada

una de las lecturas restantes.

LEC 2 (RTC) + LEC 1 (RTC) LEC 2 (RTC ACUM)

LEC 2 (RAC) + LEC 1 (RAC) LEC 2 (RAC ACUM)

Las columnas 7 y 8 correspondena la suma de las columnas:

(1 +5) vy (2 + 6) respectivamente para cada lectura.

RTP + RTC RT ACUM

RAP + RAC

RA ACUM

La columna 9 se obtuvo de dividir el valor de cada lectu-
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ra de la columna 8 entre el valor m&ximo acumulado correspon-

diente a la columna 7.

X, = RA ACUM
: RT ACUM M ximo
- Columna 8 ___ . _ 84 _
Columna 9 = Columna 7 X = 0.47

_ 40.5 _ ,
X = W = 0.23, etc.

Una vez encontrado el Indice de acumulacién (columna 9)
independiente para cada tratamiento se elabor$ una gr&fica
representando las curvas de severidad de la enfermedad. Se-
guidamente a cada curva se le determind el Area Bajo la Cur-

va a través de la siguiente ecuacidn:

n
ABC = = Y, + n, + Y. _
i T i 1 i/2 X (t, - ty)
Donde Y; = Proporcibn por lectura.
n, = NGmero total de lecturas.
v Proporcibén de lectura
i/2
t,-t = Intervalo de tiempo entre lecturas = 1
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GRAFICA 1
CURVA DE SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD
DEL AREA BAJO LA CURVA (ABC)
TRATAMIENTO 1

AREA = 2.99

|

ABC =i = [-Yi + nl + Yi/2] X (t2-tl)

6 7

LECTURAS (CADA 7 DIAS)

10

| X4
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La curva de severidad de la enfermedad representa el &rea
bajo la curva para cada tratamiento, en donde a mayor &rea,

existe mayor fIndice de infeccibén de la enfermedad.

Los valores de Area Bajo la Curva se obtuvieron de la si-

guiente forma:

Primera Lectura

0 + Lectura lzde la columna 9 x 1 = 0 + 0.47 x 1
0 + X
1
2 x 1

Segunda Lectura

Lectura 2 de la columna 9 + Lecturalde la columna 9 < 1
2

0.23 + 0.47 X, + X

X 1; 2 1

X

Y as{ sucesivamente hasta llegar a la iltima lectura.

La sumatoria de los valores obtenidos en cada lectura re-

presentd el Area Bajo la Curva (ABC).

De cada repeticién se obtuvo el valor de Area Bajo la Cur-

va para realizar el andlisis de varianza.
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Como parte de la metodologfia de an8lisis se elaboraron
los histogramas de barras para cada tratamiento. De esta
forma se pudo observar la disminucién o aumento del &rea ac-
tiva de la enfermedad, asi como lo que ocurrié con la cafda
del &rea activa de roya y la necrosis producida en el trans-

curso del experimento.

Continuando con el ejemplo, estos se obtuvieron de la si-

guiente forma:

La roya activa presente (RAP), correspondié al valor de
la columna 2 de la hoja de andlisis (cuadro 2) y la roya ne-
crosada presente (RNP) a la diferencia existente entre los
valores de roya total presente menos roya activa presente (co-

lumna 1 - columna 2), para cada lectura. RTP - RAP = RNP.

Los valores de roya activa caida (RAC) y necrosada (RNC)
cafda fueron dibujados en el histograma luego de acumular los

datos cafdos.

Siendo que en la roya activa cafda (RAC) correspondié al
valor de la columna 6 y la roya necrosada caida (RNC) a la
diferencia de la roya total cafda acumulada menos la roya
activa cafda acumulada. (Columna 5 - Columna 6). RTC ACUM -

RAC ACUM = RNC.
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Para cada tratamiento se elabor® un histograma de barras,
teniendo de esta forma una idea m&s clara de lo ocurrido con

el &rea foliar.



= o s OPUO=RmMmcmn oo

o O

180

160
140

120

100

80

60

40

20

25
GRAFICA 2

TRATAMIENTO 1 RNC RNC= ROYA NECRO-

SADA CAIDA
ENZIMA + SOL. BUFFER
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CAIDA
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PRESENTE

RNP RNP= ROYA NECROSA
DA PRESENTE

RNC RNC RNC RNC RNC RNC RNC RNC

/// =ac
/i

/
RAP RAC RAC RAC RAC
// /T A ac ¢
Y /////_ , /7y s
P P RAP, P/ AP,/RAP RAP.
5AP // / /// s/

/ NP NP NP NP RNP RNP RNP RNP RNP

=

2 3 4 5 6 7 8 9 10 LECTURAS
7 14 21 28 35 42 49 56 63 DIAS



26

Como se puede observar en la grafica 2, pégina 25, el
valor mdximo del porcentaje de severidad del &rea foliar es
mayor del 100%, (178) esto se debe a que se tomaron los valo-
res de severidad totales de las cinco repeticiones por tra-
tamiento, tanto de los datos presentes como de los cafdos y
a su vez fueron acumulados en el transcurso del tiempo (en-
tre lecturas) por medio de la metodologia del efecto acumu-
lativo. Ademds, el porcentaje a que se refiere tal escala,
es un porcentaje de severidad y no un porcentaje referido al

100% como valor méximo.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacibn se presentan los resultados obtenidos a lo
largo del experimento y para cada una de las dos etapas de que
const6 independientemente. Evaludndose en la primera etapa
el efecto enzimdtico del hongo V. hemileiae y en la segunda el
efecto de la solucibdn Buffer sola. Para evaluar el efecto en-
zimdtico del V. hemileiae fue necesario utilizar una solucién
Buffer con pH de 8.5 (extracto). Durante la evaluacibn del
extracto y después de observar los primeros resultados negati-
vos sobre la roya surgid la interrogante de si realmente era
la enzima del hongo la que estaba actuando o la solucidén Buffer.
Sin embargo, no se pudo comprobar a nivel de laboratorio si
tal enzima fue redlmente extraida de la solucidén. Como conse-
cuencia de ello se decidid probar la solucidn Buffer sola si-
guiendo el procedimiento empleado para la evaluacién de la en-

zima.

Para los efectos de cuantificacidén de los resultados y en-
contrar las diferencias en el control de la roya para cada tra-
tamiento y proceder a su anflisis estadistico-matemdtico se
tomé como referencia la metodologia del efecto acumulativo del

&rea bajo la curva por el periodo que durd el ensayo.
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El cuadro 3 de la p&gina 30 muestra en la primera lectu-
ra que el tratamiento 1 (sin dilucidn) y el tratamiento 4 (tes-
tigo) se iniciaron con la mayor severidad de roya activa (co-
lumna 2), mientras que el tratamiento 2 y 3 con severidades me-
nores muy similares. Sin embargo, en el tratamiento 1 para la
segunda lectura, a los 7 dias, la roya activa descendid a més
del 50% y simulténeamente el tratamiento 2 también sufrid dismi-
nucidn, aunque mls o menos del 25%, lo gque sugiere el apareci-
miento de &reas necrb6ticas sobre la roya activa. A partir de
la tercera lectura ambos tratamientos mostraron ligeros incre-
mentos y decrementos de &rea activa, hasta la lecutra No.7 (42
dias). A partir de ésta y hasta el final sus valores se man-
tuvieron casi constantes y sin variacién. Contrariamente los
tratamientos 3 y 4, con mayor dilucidn y testigo respectivamen-
te presentaron desde su inicio hasta las lecturas 6 y 7 (35 vy
42 dias) respectivamente aumentos de roya activa. Las lectu-
ras restantes (7, 8, 9 y 10) para cada tratamiento presentaron
considerables disminuciones de ésta como producto de una alta
defoliacidn, debido al i1ncremento de la severidad de roya acti-

va a gque fueron expuestos.

Segln los datos caidos (severidad cafda), columna 3 el
testigo es el primero en presentar defoliacibén seguido del

tratamiento 1, 2 y 3. Sin embargo, a partir de la lectura 3
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(14 dias), el tratamiento 1 resulta ser el de mayor datos
cafdos, y debido a que se trata de un efecto acumulativo
(columna 5) éste alcanza la mayor caida de datos en la lectura
6 (35 dias). Luego a partir de la séptima lectura (42 dias),
es el tratamiento 4 que aparece con la mayor cantidad de datos
caidos, hasta el final. Por su lado los tratamientos 2 y 3
presentan, el primero, una mayor cantidad de datos cafdos des-
de la tecera lectura hasta la n@mero 8 mientras que el trata-
miento 3 es hasta la lectura 8 que presenta mayor cantidad

de datos caidos.

Con respecto a los Indices de severidad (columna 9) a tra-
vés de estos se establecid en el transcurso del tiempo la di-
ferencia entre tratamientos, asi como el &rea bajo la curva
correspondiente para cada uno, dejando al nfimero 1 con menor
severidad de roya activa seguido por el 2, 3 y 4 respectiva-

mente.
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CUADRO 3

EFECTO ACUMULATIVO DEL AREA FOLIAR

AFECTADA POR ROYA ACTIVA
Enzima + Sol. Buffer

30
DATOS
ACUMULADOS INDICE
RT RA %
ACUM ACUM :
84 . 84 0.47
44.5 44.5 0.28
45 45 0.22
95 95 0.29
100.5 40.5 0.23
54 34.5 0.22
52.5 48 0.23
120 120 0.36
136.5 50.5 0.28
80 40.5 0.25
| 70 52 0.25
158.5 | 158.5 0.47
140 49 | 0.27
91.5 | 43.5 | 0.27
82.5 | 57 . 0.28
159.5 1159.5 ' 0.48
15 0.26
108 | 55,5 0.35
| 100 74 0.36
1204.5 i 204.5 0.61
155 50 0.28
1134 67.5 0.42
130 97.5 0.48
261 261 0.78
165 57.5 0.32
142 73.5 0.46
160 126.5 0.62
302.5 | 302.5 0.91
172 62.5 0.35
147.5 75.5 0.47
185.5 142 0.69
328 328 0.98
175.5 66 0.37
154.5 81.5 0.51
1200.5 152 0.74
331 331 0.99
178 67.5 0.38
159.5 83.5 0.52
205 156.5 0.76
333 333 1.00

Columas
1
Tra- DATOS CONTEO  DATOS CAIDOS
| ta- PRESENTES CAIDO ACUMULADOS
‘mien-
to RIP RAP RIC RAC
1 84 84 0 0 0| o
2 44.5  44.5 0 o ! 0o o
3 45 45 0 0 0o ' 0
4 95 95 0 0 0 i 0
100.5  40.5 0 0 0 0
2 54 | 34.5 0 0 0 ' 0
3 52.5 48 0 0 0 0
4 108 108 12 12 12 12
86.5 , 36.5 50 14 50 ¢ 14
2 75 | 38.5 5 2 5 2
3 170 52 0 0 0, 0
4 |146.5 146.5 0 0 12 12
58 28 32 7 82 21
2 73.5  37.5 13 4 18 6
3 82.5 57 0 0 0 0
4 123.5 123.5 24 24 36 36
50 23 13 3 95 24
2 70 39.5 20 10 38 16
3 90 71 11 3 11 3
4 127.5 127.5 41 41 77 77
55 24.5 5 2 100 26
2 19 39.5 17 12 55 28
3 ]109.5  84.5 10 10 ' 21 13
4 169 169 15 15 92 92
59 28 6 3.5 106 29.5
2 54 | 30.5 33 15 88 43
3 120 | 101.5 19 12 40 25
4 155.5 ' 155.5 55 55 147 147
55 27 11 6 117 35.5
2 43.5  27.5 16 5 | 104 | 48
3 109.5 81 36 36 ' 76 | 61
4 137 137 44 44 191 ' 191
52.5  27.5 6 3 123 38.5
2 50.5 33.5 . 0 0 104 48
3 89.5 71 35 20 111 81
4 48 48 92 92 283 283
52 26 3 3 126 41.5
2 44.5  28.5 11 7 115 55
3 55 48.5 39 27 150 108
4 33 33 17 17 300 300
RTP = ROYA TOTAL PRESENTE RTC
RAP = ROYA ACTIVA PRESENTE RAC
RNP = ROYA NECROSADA PRESENTE RNC
RT ACUM = ROYA TOTAL ACUMULADA RA ACUM
RTP RAP + RNP RTC

ROYA TOTAL CAIDA
ROYA ACTIVA CAIDA
ROYA NECROSADA CAIDA
ROYA ACTIVA ACUMULADA
RAC + RNC
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En el cuadro 4 correspondiente a la evaluacidén de la so-
lucién Buffer nos muestra en su inicio que los 3 primeros
tratamientos comenzaron con una cantidad de roya activa bas-
tante similar, exceptuando al testigoae=inicid conun 5% me-
nos aproximadamente. La razbn de ello obedecié a que las
plantas utilizadas en este tratamiento contaron con un nfime-
ro menor de hojas para estudio. Sin embargo, el Indice de
severidad (columna 9) para este tratamiento se incrementé en
el transcurso del tiempo m&s que los otros 3. Esto se debe
a que el an8lisis es referido al dato de mayor roya total a-
cumulada (columna 7) independiente para cada tratamiento, lo
que hace que sea una relacidn proporcional con los datos acu-

mulados de roya activa (columna 8).

Al igual que en la etapa anterior, el tratamiento 1, a los
7 dfas de efectuada la aplicacibn de la solucidén Buffer, mues-
tra un ligero descenso de la roya activa y como consecuencia
el aparecimiento de las primeras &reas necrdticas que por di-
ferencia de la roya total presente (columan 1) con la roya
activa presente (columna 2) se obtienen. EIl tratamiento 2 no
muestra descenso de roya activa en la segunda lectura; sin em-
bargo, por la diferencia existente entre los datos presentes
totales y activos se presentan las primeras &reas necréticas

sobre la roya activa. Los tratamientos 3 y 4 muestran incre-
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mentos desde el principio (lectura 1) hasta la lectura 4 y
7 respectivamente, empezando a sufrir a partir de éstas, dis-

minucibén por caida de datos.

De la misma forma que se presentd caida de datos en la
etapa anterior, el tratamiento 1 es quien muestra la mayor
severidad caida a partir de la lectura 3 seguido por el 2
y 3 hasta la lectura 7. Siendo posteriormente el tratamiento
3 debido al efecto acumulativo (columan 5) el que aparece con
la mayor caida de datos. El tratamiento 4 no obstante a par-
tir de la quinta lectura empleza a sufrir una fuerte caida
de severidad, aproximadamente del 40% con que se encuentra
en este momento. Tanto para el tratamiento 3 y 4 la cafda
de los datos se debe a los fuertes aumentos de roya activa que

se han producido en el transcurso del tiempo.

Los datos presentes y caidos, independientemente en cada
tratamiento tienden a mantenerse estables a partir de la sép-
tima lectura (42 dias), con lo que se deduce cue los efectos

de los tratamientos son evidentes hasta esta fecha.



CUADRO 4

EFECTO ACUMULATIVO DEL AREA FOLIAR

AFECTADA POR ROYA ACT
Sol. Buffer Sola

VA
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INDICE:

e

A R R g i

. .

HFOOOOOODODODOOOOOODOOODOOODODO0OOODOODO0ODODOOODODOOODOOODOLODOODOO
. . L I . . L] . . . . . L] L[] L] [ ] . ] . L] . . ] . L] L] L[] . . L] .

Columas
4 5
Tra- DATOS DATOS CAIDOS DATOS
ta- PRESENTE CAIDO ACUMULADOS ACUMULADOS
mien- RT RA
to ACUM ACUM
1 86.5 86.5 0 0 0 0 86.5 86.5
2 90 90 0 0 0 0 90 90
3 96.5 96.5 0 0 0 0 96.5 96.5
4 45 45 0 0 0 0 45 45
1 125.5 81.5 0 0 0 0 125.5 81.5
2 117 93 0 0 0 0 117 93
3 117 109.5 0 0 0 0 117 109.5
4 54 54 0 0 0 0 54 54
1 115 59 40 26 40 26 155 85
2 109 86 26 20 26 20 | 135 106
3 116.5 101.5 25 25 25 25 | 141.5 126.5
4 65 65 0 0 0 . 0 65 65
1 79.5 31.5 47 25 87 51 166.5 82.5
2 | 127 83 9 4 35 24 | 162 107
3 . 117 87 7 4 32 29 ! 149 116
4 ' 80 80 0 0 0 0o ' 80 80
1 36.5 15.5 47 18 134 69 . 170.5 84.5
2 84 47 52 37 87 61 171 108
3 136.5 102.5 10 0 42 29 |178.5 131.5
4 61 61 25 25 25 25 86 86
37.5 17.5 6 3 140 72 ‘177.5 89.5
2 68 39 22 9 109 70 | 177 109
3 64.5 54.5 84 56 126 85 !190.5 139.5
4 68 68 0 0 25 25 93 93
38.5 18.5 4.5 0.5 144.5 72.5 183 91
2 39 | 20 31 16 140 86 179 106
3 40 29 30 30 156 115 196 144
4 46.5 46.5 31 31 56 56 102.5 102.5
42.5 22.5 0 0 144.5 72.5 187 95
2 43 20 0 0 140 86 183 106
3 45 33 0 0 156 115 201 148
4 39 39 9 9 65 65 104 104
39,5 16.5 7 7 151.5 79.5 191 96
2 47.5 20.5 0 0 140 86 187.5 106.5
3 50 37 0 0 156 115 206 152
4 34 34 8 8 73 73 107 107
1 40.5 16.5 0 0 151.5 79.5 192 9
2 49.5 20.5 0 0 140 86 189.5 106.5
3 32 27 21 13 177 128 209 155
4 36 36 0 0 73 73 109 109
RTP = ROYA TOTAL PRES* RTC = ROYA TOTAL CAIDA
RAP = ROYA ACTIVA PRESENTE RAC = ROYA ACTIVA CATIDA
RNP = ROYA NECROSADA PRESENTE RNC = ROYA NECROSADA CAIDA
RT ACUM = ROYA TOTAL ACUMULADA RA ACUM = ROYA ACTIVA ACUMULADA
RTP = RAP + RNP RTC — RAC + RNC
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Una vez obtenido los indices de acumulaci6én de la enferme-
da se procedidé a elaborar las curvas de severidad y determinar
su 8rea, por medio de la cual se estableci6 la diferencia en-

tre los tratamientos.

Las curvas de severidad de roya activa, gr&fica 3 p&gina 35
y 4 pdgina 36 muestran el comportamiento y la diferencia exis-
tente entre tratamientos en el transcurso del tiempo, diferen-
cia que se debe a la disminucién o aumento del &rea activa.
Siendo para ambas etapas, el tratamiento 1 el que presenta la
menor &rea bajo la curva y como consecuencia los menores indi-
ces de roya activa referidos al de mayor severidad, seguido
por el 2 yv 3. El 4 correspondiente al tratamiento testigo
fue siempre el que present6 los mayores fndices de severidad
teniendo un &rea mayor bajo la curva; lo que significa que a

mayor &rea mayor enfermedad.

Aunque la segunda etapa no se inicid bajo las mismas con-
diciones de royanienelmismo tiempo que la etapa anterior los
resultados.muestran que se pudo inferir que el extracto y la
solucibén Buffer Sola causaron un efecto degradante sobre la H.

vastatrix.
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GRAFICA 3
CURVAS DE SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD DEL
AREA BAJO LA CURVA
ENZIMA + SOL. BUFFER

Area Bajo la Curva
Trat. 1 = 2.99 .
Trat. 2 = 3.49 Testigo
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Trat. 4 = 6.37
Trat. "3"
Trat. "2"
/
Trat. "1"
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 LECTURAS
7 14 21 28 35 42 49 56 63 DIAS

¢



Mo HOHUOZ H

PO

»LHHAQ P

GRAFICA 4
CURVAS DE SEVERIDAD DF LA ENFERMEDAD
DEL AREA BAJO LA CURVA
SOLUCION BUFFER SOLA

Area Bajo la Curva

Trat. 1 = 4.36

Trat. 2 = 5.19 .
Trat. 3 = 5.94 Testigo
Trat. 4 = 7.23

Trat. "3"
Trat. "2"
Trat. "1"
n
ABC = '25 [:?i + nl + Y /2 X (t2 + tl,
i=1
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Como parte de la metodologia de an8lisis se elaboraron
los histogramas de barras para cada tratamiento. De esta forma
se pudo observar la disminucién o aumento del &rea activa de la
enfermedad, asi como 1o que ocurrid con la caida del &rea acti-
va de roya y la necrosis producida en el transcurso del experi-

mento.

Se observa a través de los histogramas, Pag. 39-46 para
ambas etapas, que el &4rea correspondiente a la roya necrosada
fue mayor a medida que las diluciones efectuadas fueron menores.
Asi mismo se puede ver que la disminucién de roya activa se ma-
nifesté a los 7 dias de lectura como producto de las &reas ne-
crosadas presentes, las que se terminaron de reducir por efecto
de la caida de hojas. De la misma forma observamos que los tra-
tamientos m&s concentrados, como el 1 y 2 presentaron fuertes
defoliaciones como producto del &rea foliar necrosada. Contra-
riamente el tratamiento mayormente diluido, 3 y el testigo, mos-
traron que la defoliacién ocurrida se debid al area de roya ac-
tiva que se incrementd fuertemente desde su inicio hasta los 42-
49 dfas, empezando a sufrir como consecuencia la fuerte defolia-
cién. Ademés se puede observar a través de estos que después de
los 60 dfas la informacidn no afecta los resultados ya obtenidos.
Debido esto a que en la mayorfa de los casos el efecto de la a-
plicacib6n tiende a tener un comportamiento bastante estable, no

solo por la poca presencia de roya en las hojas presentes, sino
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por el efecto de la misma defoliacidén ocurrida.

Para el caso de los tratamientos testigo, por quedar sin
aplicacidén no se considerb el 4rea foliar necrosada para fines
de anflisis. Sin embargo, se presentaron &reas necrosadas a lo
largo del experimento como consecuencia del proceso de muerte
natural de la roya, tom&ndose el 4rea activa y necrosada como

total y activa a la vez.
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GRAFICA 5
TRATAMIENTO "1"
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GRAFICA 8
TESTIGO
ENZIMA + SOL. BUFFER
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GRAFICA 10 RNC = Roya Necrosada
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CUADRO 5

ANALISIS DE VARIANZA AL IRRESTRICTO AZAR
SOLUCION BUFFER + ENZIMA

. tgéde G.L. S.C. C.M. F.
ariacibn 0.05
Trat. 3 0.3434 0.1145 12.282 3.24
Error 16 0.1491 0.0093
Total 19 0.4925
D.M.S. 0.129 C.V. 22.09% MEDIA 0.44 ROYA ACTIVA
PRUEBA MDS
No. Trat.
a ab ab o]
Medias 0.3054 0.3728 0.4168 0.6534
CUADRO 6
ANALISIS DE VARIANZA AL IRRESTRICO AZAR
SOLUCION BUFFER SOLA
Fuente de
Variacién G.L. S.C. C.M.
Trat. 3 0.1620 0.0540 6.408 3.24
Error 16 0.1348 0.0084
Total 19 0.2968
D.M.S. - 0.123 C.V. 16.44% MEDIA 0.56 ROYA ACTIVA
PRUEBA MDS
No. Trat.
a ab ab c

Medias 0.4732 0.4878 0.5732 0.6996
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Los andlisis de varianza se realizaron cuantificando el
drea que se obtuvo bajo las curvas de cada repeticidn como re-

sultado de la acumulacidén de la enfermedad.

E]l presente andlisis estadistico-matemdtico muestra la di-
ferencia significativa al 5% que se presentd entre tratamientos,
asf como la prueba de mfnima diferencia significativa para un
valor de "t" al 5% gue muestra la significancia o no significan-
cia entre las medias de los tratamientos evaluados. Presentan-
do para ambas etapas que los tratamientos con letras iguales no
difieren estadisticamente. Sin embargo, dentro de los tratamien-
tos que se sugiere gue son iguales, el tratamiento 1, con la me-

nor media fue el mas efectivo para reducir el &rea de roya acti-

Luego de observar los resultados obtenidos a través de la
metodologfa del efecto acumulativo del &rea bajo la curva y el
andlisis estadfstico-matem&tico vemos que el extracto (enzima +
Buffer) y la solucidn Buffer sola, muestran un mismo comporta-

miento y causan un efecto degradante sobre la H. vastatrix.

De esta forma, los resultados nos conducen a negar la hi-
pbtesis alternativa I gue dice: "Existe un efecto enzimético

proteolfitico del hongo V. hemileiae sobre la roya del cafeto
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H. vastatrix a nivel de invernadero" y aceptar la hip&tesis al-
temativa II que dice "Existe un efecto fungicida de la Solucidn

Buffer extractante sobre la roya del cafeto".

Los resultados obtenidos del anélisis foliar del elemento
Boro (cuadro 7) para las dos etapas de que const6 el experimento
se realizaron hasta finalizar ambas pruebas, teniendo que el re-
sultado para el extracto (enzima + Solucidn Buffer) se obtuvo a
los 125 dias después de la aplicacibn, mientras que para la so-
lucibn Buffer el resultado se obtuvo a los 90 dias después de
aplicada ésta. Debido a esta situacidn se puede observar la di-
ferencia en ppm gue existe en los niveles de las muestras envia-
das, teniendo las muestras correspondientes al extracto mayor
tiempo desde su aplicacibén. Sin embargo, para ninguna de las 2
etapas del experimento se pretendif que estos resultados refle-
jaran una interpretacidn de tipo nutricional, sino més bien sir-
viera para corroborar la influencia negativa del elemento boro

sobre el desarrollo de las pfistulas de la Hemileiae vastatrix.

Los datos del andlisis foliar realizados permiten obser-
var que los niveles del Boro en las hojas estdn por encima del
nivel critico alto. Dado que este anflisis muestra altas con-
centraciones del elemento Boro y que ambas evaluaciones presentan

una misma tendencia, estos resultados sugieren que el efecto de
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necrosado de la roya es producido por la accibén de la solucibn
extractora, constituida del Acido Bbrico y Bbdrax y no por la

enzima del hongo.



CUADRO 7

RESULTADO DE ANALISIS FOLIAR DEL

TRATAMIENTO

ELEMENTO BORO (ppm) 5/

IDENTIFICACION MUESTRA

Enzima + Sol. Buffer
Enzima + Sol. Buffer
Enzima + Sol. Buffer
Testigo

Sol. Buffer sola
Sol. Buffer sola
Sol. Buffer sola

Testigo

CUADRO 8

NIVELES CRITICOS DE BORO EN HOJAS

ALTO

MEDIANO

BAJO

DEFICIENTE

DE CAFE

Mayor que 100 ppm
60 - 100 ppm
40 - 60 ppm

Menor de 40 ppm

BORDO
ppm

192.00
192.00
163.00

0.00
285.00
200.00
175.00

0.00

51

5/ Andlisis realizado en el Laboratorio de Suelos de ANACAFE.
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IX CONCLUSIONES

Tanto el extraco enzim&tico como la solucidn extractante
(Buffer) a base de boro ejercieron un efecto degradante

sobre la H. vastatrix.

Las evaluaciones del extracto enzim&tico del hongo y la
solucidn Buffer a base de boro presentan una misma ten-
dencia, como se puede observar en las curvas respectivas
(grpaficas 3 y 4) existiendo diferencia significativa simi-

lar entre tratamientos para las 2 pruebas.

En ambas evaluaciones, a medida que aumentaron las dilusio-
nes por tratamiento el efecto degradante sobre la H. vasta-

trix fue menor.

La accidn degradante sobre la H. vastatrix se manifesté a
los 7 dias después de la aplicacibn del extracto enzimdti-

co y la solucidén Buffer.

La defoliacibn ocurrida a lo largo del experimento y la po-
ca presencia de roya en las hojas presentes hacen que el
efecto de la aplicacién del extracto enzim&tico y la solu-

cibn extractante (Buffer) sea no mayor de 60 dias.
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Los resultados obtenidos y las conclusiones presentadas
anteriormente nos conducen a rechazar la Hipbtesis Alter-
nativa I que dice "Existe un efecto enzimético proteoli-
tico del hongo V. hemileiae sobre la roya del cafeto H.
vastatrix"y aceptar la Hipbtesis Alternativa II que dice
"Existe un efecto fungicida de la solucidén Buffer extrac-

tante sobre la roya del cafeto".

Finalmente, no se comprob6 a nivel de laboratorio si la en-
zima del hongo V. hemileiae fue realmente extraida por la

solucién Buffer a base de boro.
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X. RECOMENDACIONES

Probar la extraccidn a nivel de laboratorio de la enzima
del hongo V. hemileiae, utilizando otras soluciones ex-

tractantes diferentes a las derivadas de boratos.

Comprobar en un futuro ensayo, previo evaluacidén, si 1la
enzima del hongo realmente es obtenida por la solucibén ex-

tractante.

Hacer pruebas con caldos a base de boratos para determinar
su verdadero efecto en el control de la roya del cafeto,
conocer sus efectos fungicidas y su economfa dentro de un

sistema de control.
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ESQUEMA 1

PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO DEL

leiae

MICROORGANISMO.

58

V. hemi-

Verticillium hemileiae en agar papa dextrosa incubado a tem-

ratura ambiente. 3 dias. l

Frasco de agitacidn con deflectores para mejorar aireacibn,

con 100 ml.

y 30°C.

Fermentador de laboratorio,

aire,

Caldo de Biomasa

Uso del sobrena-

dante

de solucibn CZAPEK,

250 rpm y 30°C.

v

v

COSECHA

Centrifugacidén a 10,000

rpm 4°C por 15 min.

Utilizacidén de la bioma-
sa tras secado en horno

a 65°C y pulverizacidn.

incubado 24 horas a 250 rpm

incubado 24 a 30 horas con 1 VVM*

Centrifuacidén a 10,000

rpm 4°C por 15 min.

Secado de biomasa en

horno vacio (25 mm Hqg)
y 4°C.

1

Utilizacidn del extractoms=Extraccidn de la bio-

* Volumen de aire por volumen de

caldo por minuto.

masa seca y pulveriza-
da en 200 ml. de Buffer
borato-bb6rax a pH 8.5,

250 rpm y 4°C por 22 ho-

ras sequido por 2 horas

a 40°C.



ESCALA PARA EVALUAR EL PORCENTAJE DE

AREA AFECTADA POR ROYA EN HOJAS DE CAFE

Fig. 1

50

El diagrama representa hojas
de café de 50 am? con lesio-
nes de roya de varios tamanos
(1, 3, 5, 7 yv 10% del total
del &area foliar).
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CUADRO 9 60
REGISTRO DE INFORMACION SEMANAL

EXPERIMENTO: Enzima + Sol. Buffer LECTURA:

FACTORES A EVALUAR
Hojas Repeticibn Tratamiento RAP RNP RAC

L 2 0 0 0
2 0 8 0, 0
3 1 1 2 0 0 0
4 2 0 0 0
5 2 0 0 0
S = 8 0

1 2.5 8 0 0
2 1 1 0 0
3 2 1 0 0 5 12
4 2 1 0 0
5 1.51 0 0 0
S - 7 10 5 12
~—

1 1 1 0 0
2 0 0 0 2
3 3 , 1 0o 5 0 0
4 1.5 0 0 0
5 1" o0 0 0
S - j 3.5, 6 0
1 0 4 0 0
2 8 | 4 0 0
3 2 | o 0 0
4 11 0 0
5 o | 3 0 0
S- 11 12 0 0
1 6 8 0 0
2 0 0 4 12
3 0 5 0 0
4 0 0 5 10
5 1 1 0 0
< _
<.—

RAP = ROYA ACTIVA PRESENTE RAC - ROYA ACTIVA CAIDA
RNP = ROYA NECROSADA PRESENTE RNC= ROYA NECROSADA CAIDA

NOTA: Se tomS camo ejemplo la lectura No. 3 del tratamiento 1 correspondiente a
la etapa Evaluacién de la Enzima + Sol. Buffer; ya que las 2 lecturas an-
teriores alin no reportaban cafda de datos por defoliacifén. De esta forma
se registr6 semanalmente la informacién (por lectura) y se obtuvo la suma-
toria de los factores a eval en cada repcticitn.
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CUADRO 10

ORDENACION Y TABULACION DE LA INFORMACION

LECTURAS
RAP/REPETICION

76 4, 2 3
3.5 2.5 2.5 3 3

6 8 |10 8
7 7 8 |10.5 12
1 3 5.5 1.5 1.5

24.5 28 27 27.5

LECTURAS
RAC/REEETICION

0 2 2 2 0
3 0 1.5 0 0
0 0 0 0 3
0 0 0 0 0
0 0 0 4 0
3 2 3.5

ROYA ACTIVA PRESENTE
ROYA NECROSADA PRESENTE
ROYA TOTAL PRESENTE

RAP + RNP

10

OO

w OO O W

RNC

LECTURAS
RNP /REPETICION
1 3 4 5 6 7
0 3 8 0 0 0,0
0 16.510 14 4 2.5/ 0
0 5.5 6 1 1 2 11
0 7 12 9 16 20 21
0 28 14 6 6 6 7
30 ;2 30.5 39
LECTURAS
RNC/REFETICION
4
0 0 0 8 0 0 0
0 0 12 0 10 3 2.5
0 012 5 0 0 0
0 0 0 4 0 0 0
0 0 22 8 0 0! 0
0 36 25 10 3 2.5

ROYA ACTIVA CAIDA
ROYA NECROSADA CAIDA
ROYA TOTAL CAIDA

RAC + RNC

NOOOO

X}

w OO WOOo

OOOOO
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