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RESUMEN. El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un método eficiente y préctico para la reproduc-
cién masiva de cepas de Verticillium sp. con alto potencial como hiperparésitos de Hemileia vastatrix y probar
la accién hiperparasitica de las cepas en plantas que crecen en macetas en ambiente natural.Se empled un sustra-
to a base de melaza y levadura para la reproduccién,donde se vari6 la cantidad de melaza (120, 80,40y 8 g/1), con
y sin adicién de uredosporas de roya en el medio. Para tres cepas de Verticillium sp., se alcanzaron concentra-
ciones entre 2.3x10° y 5.5x10° conidias/ml. La mejor cantidad de melaza fue de 8 g de melaza/l en ausencia de
uredosporas de roya, porque concentraciones mds altas no mejoraron la reproducciéon. No se pudo establecer
qué combinacién de ingredientes seria la ideal para la reproduccién masiva de la cuarta cepa,debido a su len-
ta reproduccion.

En las macetas se evalu6 la capacidad hiperparasitica de las cuatro cepas, para lo cual se realizaron tres asper -
ciones de cinco combinaciones de dichas cepas en plantas de café afectadas por roya.A pesar de que estadisti-
camente fue posible determinar la mejor combinacién de cepas, en términos reales no se pudo establecer cual
fue la mejor, porque la incidencia de Verticillium sp. se generalizé en todo el ensayo, inclusive en el testigo.

Palabras clave: Control bioldgico, curvas de crecimiento, fermentacion, fermentadores artesanales, Hemileia
vastatrix, hiperparasitismo, melaza, reproduccién masiva,roya del café, Verticillium sp.

ABSTRACT. The objective of this investigation was to develop an efficient and practical method for the
massive production of strains of Verticillium sp. with high potential as hyperparasites of Hemileia vastatrix and
to prove the hyperparasitic action of the strains in the field. The media for the production contained molasses,
yeast and distilled water, with different quantities of molasses (120, 80,40 and 8 g/I),with and without addition
of rust uredospores in the media. For three Verticillium strains, final spore concentrations of 2.3x10° y 5.5x10°?
conidia/ml were reached. The best combination of ingredients was 8 g of melaza/l in the absence of rust
uredospores because higher concentrations did not improve production. It could not be determined what
combination of ingredients it would be the ideal for the massive production of the fourth strain due to its slow
reproduction.

The hyperparasitic capacity of the four strains was evaluated. Three applications of five mixtures of strains in
coffee plants affected by rust were administered. Although statistically it was possible to determine the best
mixture of strains, in real terms, the best could not be determined because the incidence of Verticillium sp.
equilibrated across treatments, including the control.

Key words: Biological control, coffee rust, cottage industry fermentors, fermentation, growth curves, Hemileia
vastatrix, hyperparasitism,massive production, molasses, Verticillium sp.
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Introduccion

El cultivo del café es uno de los mds importantes en el
mercado internacional y representa para los paises
centroamericanos una fuente importante de divisas y
trabajo (Jiménez 1997, Castellén 1999). La roya del
café (Hemileia vastatrix Berkeley y Broom) es una de
las enfermedades que causa mayores pérdidas en el
rendimiento de este cultivo. Para su control, se han
considerado una serie de estrategias, como el control
quimico, la resistencia genética,el control biolégico, el
control cultural y el manejo integrado. El control qui-
mico ha sido eficaz para el manejo de la roya; sin em-
bargo, la contaminacién del ambiente, asi como el al-
to costo de las aplicaciones y el riesgo de desarrollo de
resistencia, han provocado que esta estrategia no se
considere como la solucion ideal al problema (Javed
1987, Lopez et al. 1990, Becker 1991).

El hongo Verticillium sp. es uno de los hiperpara-
sitos mas comunes de la roya del café, se presenta en
los cafetales en forma natural y podria ser un buen
candidato para el control biolégico de la roya.Sin em-
bargo, no se ha logrado una reproduccién masiva que
permita obtener estructuras de reproduccion en corto
tiempo y a bajo costo (Leguizamén et al. 1989, Mon-
z6n 1992, Rivas et al. 1996).

El presente estudio tuvo como objetivo principal
desarrollar un método eficiente, practico y barato pa-
ra la reproduccién masiva de cepas de Verticillium sp.
Otros objetivos fueron cuantificar la producciéon de
diferentes tipos de esporas, como conidias y clamidos-
poras de Verticillium sp.,en un fermentador artesanal;
evaluar diferentes concentraciones de melaza y el
efecto de uredosporas de roya en un fermentador ar-
tesanal para obtener mayor concentraciéon de estruc-
turas de reproduccién de Verticillium sp. en el menor
tiempo posible; y evaluar la capacidad hiperparasitica
de cuatro cepas de Verticillium sp. sobre el patégeno.

Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en el invernadero, el campo
y el Laboratorio de Fitopatologia del Centro Agroné-
mico Tropical de Investigacion y Enseiianza (CATIE),
localizado en Turrialba, Provincia de Cartago, Costa

Rica, situado a 640 msnm, 9°55'21" N y 83°39'40" W.

La temperatura promedio anual es de 21.7°C;la preci-
pitacién de 2,479 mm y la humedad relativa 87%. Las
condiciones micrometeorolégicas dentro del ensayo
en macetas, se midieron con un hidrotermografo, para
temperatura y humedad relativa; y con un densiéme-
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tro, para la sombra. Los datos fueron de 23.8 °C, 80.4
% y 81.8 %, respectivamente.

Evaluacion de la produccion de conidias y clamidospo-
ras de V. lecanii en un fermentador artesanal
Se evalué en un fermentador artesanal la reproduccion
masiva de cuatro cepas de Verticillium sp. (CATIE,
Guayabo, Pejibaye y Tuis),en un sustrato a base de 80
g de melaza y 5 g de levadura en un litro de agua des-
tilada,con crecimientos de una, dos y tres semanas. El
mejor resultado obtenido en esta prueba (concentra-
ciones entre 7.25x10° y 1.42x10% conidias/ml al cabo de
15 dias) se usé para evaluar el crecimiento de cuatro
cepas, utilizando como sustrato igual cantidad de leva-
dura (5 g) (marca Fleischman, Costa Rica), cuatro
concentraciones de melaza de cafia proveniente del
Ingenio Atirro, ubicado en Turrialba (120, 80, 40 y 8
g/1).Asi mismo, se evalud el efecto de uredosporas de
roya (1x10* uredosporas/ml) sobre la produccién de
conidias, durante un periodo de 10 dias.

El experimento tuvo un Disefio Completamente
al Azar, con tratamientos en arreglo factorial (4 x 4 x
2), con el resultado de 32 combinaciones con una re-
peticién.Las variables de respuesta fueron la concen-
tracion de conidias y clamidosporas de Verticillium sp.
Mediante el programa Sigma Plot, con los datos obte-
nidos se construyeron 32 curvas de crecimiento con
tendencia sigmoidal del tipo Gompertz de cuatro pa-
rametros,.La ecuacion que describe la curva es:Y = A
+ C*exp(-exp(-B*(X-M)) y los parametros evalua-
dos fueron: nivel final de conidias (C), tiempo (dias)
del punto de inflexion (M) y una medida de la pen-
diente en el punto de inflexién (B). El nivel inicial de
conidias fue en promedio entre 10° y 104 conidias/ml,
pero se consideré como cero (A=0) debido a que una
concentracién menor de 1x10* conidias/ml no se de-
tecta con el hematocimetro. Los parametros se com-
pararon mediante el andlisis de varianza y de esa ma-
nera se evalu6 el efecto de cada uno de los tratamien-
tos. Luego, se realizé la prueba de Tukey para separar
las diferencias de medias de los pardmetros de las cur-
vas. El pardmetro C se transformé por y” = log(y) pa-
ra obtener una distribucién normal.

Evaluacion de la capacidad hiperparasitica de cuatro
cepas de Verticillium sp. sobre pustulas de H. vastarix
Se expusieron plantas de café sanas de la variedad Ca-
turra sembradas en macetas, de 14 meses de edad, al



in6culo natural de roya presente en una plantacion de
café organico del CATIE; las plantas permanecieron
desde el mes de diciembre de 1999 hasta el mes de Ju-
lio del 2000. Cuando se observaron las primeras lesio-
nes de roya, se hicieron 3 aspersiones (una cada 15
dias) de cinco mezclas de cepas de Verticillium sp.
(Mezcla 1:cepas de Tuis, CATIE y Pejibaye; Mezcla 2:
cepas de Tuis, CATIE y Guayabo; Mezcla 3: cepas de
Tuis, Pejibaye y Guayabo; Mezcla 4: cepas de CATIE,
Pejibaye y Guayabo; Mezcla 5: aplicacion de las cua-
tro cepas). La mezcla de cepas se realizé con la finali-
dad de determinar cuél o cudles combinaciones de ce-
pas realizaron la mejor accidén hiperparasitica y, ade-
mas,identificar cudl cepa,de entre las que conformaron
las mejores mezclas,fue la que influyé en dicha accién.

El hiperparasito se aplicé a una concentracién
total de 1x10° conidias/ml con iguales proporciones
de cada cepa.Se usaron cinco plantas por tratamien-
to, incluyendo el testigo absoluto. En cada planta se
seleccionaron cinco hojas al azar que presentaban
por lo menos una lesién clordtica pequefia (estado
inicial de la roya) para evaluar la incidencia del hi-
perparasito.

Se empled un Disefio de Bloques al Azar con
cinco repeticiones por cada tratamiento, con
parcelas subdivididas en el tiempo. Las variables de
respuesta fueron: nimero de hojas con roya (NHR),
numero de hojas con roya y Verticillium sp. (NOV),
nimero de pustulas (NP), y nimero de pustulas
hiperparasitadas (NPV) en el total de hojas
seleccionadas. Se calcul6 la incidencia de Verticillium
sp. en hojas con pustulas (NHRV/NR) y la incidencia
en pustulas (NPV/NP) (Monzén 1992). A los datos
obtenidos se les hizo anélisis de varianza para deter-
minar si hubo diferencias significativas entre trata-
mientos, y la prueba de Tukey para separar las me-
dias de los tratamientos evaluados.

Resultados y discusion

Cantidad de in6culo inicial de Verticillium sp. para
usar el fermentador

Las mayores concentraciones de conidias/ml obteni-
das en el fermentador se lograron cuando se utilizaron
crecimientos de dos y tres semanas. Las concentracio-
nes fueron 1x10° conidias/ml (cepa de Pejibaye),1x107
conidias/ml (cepas de CATIE y Guayabo) y 1x108 co-
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nidias/ml (cepa de Tuis). Se elegid el crecimiento de
dos semanas para las siguientes pruebas.

Reproduccion masiva de cuatro cepas de Verticillium
sp. en diferentes concentraciones de melaza y en pre-
sencia de uredosporas de roya en el fermentador

Con base en estudios realizados con Trichoderma
spp.,donde se reprodujo en forma masiva clamidospo-
ras y conidias en un medio a base de melaza (Lewis y
Papavisas 1983, Hebbar y Lumsden 1999), se planted
en la metodologia la evaluacion de clamidosporas; sin
embargo, a lo largo del proceso, ninguna de las cepas
las produjo, por lo que el anélisis se basé tinicamente
en la evaluacion de la concentracién de conidias.

El comportamiento de los pardmetros de la curva
Gompertz para medir el efecto de la melaza y las ure-
dosporas de roya en cada una de las cepas estudiadas
dio los resultados siguientes.

Nivel final de conidias

Hubo diferencia significativa entre las distintas cepas
evaluadas (P=0.0029) y entre las dosis de melaza
(P=0.0277). Las interacciones entre las cepas y las di-
ferentes dosis de melaza (P=0.0077), asi como tam-
bién la interaccién de las cepas con uredosporas de ro-
ya (P=0.0381) fueron significativas;mientras que la in-
teraccion de los tres factores (cepa, melaza y uredos-
poras) resulté no significativa (P=0.061). Al final del
periodo de evaluacion, las cepas en estudio presenta-
ron una concentracion de conidias/ml distinta.Esta di-
ferencia pudo deberse al efecto de la melaza o a la
presencia o ausencia de uredosporas de roya en el sus-
trato o a caracteristicas genéticas propias de cada una
de las cepas. Por esta razén, se analiz6 de forma gene-
ral de ese factor,y luego se analizaron los factores me-
laza y uredosporas de roya independientemente para
cada una de las cepas.

Por medio de la separacién de medias, mediante
la prueba de Tukey, se observé que las cepas de Gua-
yabo y Pejibaye fueron significativamente diferentes,
siendo la primera la que reflejé el mayor nivel final de
conidias (5.45x10° conidias/ml) y la dltima el valor
mas bajo (2.27x10° conidias/ml) (Cuadro 1). Las con-
centraciones finales de conidias de las cepas de Tuis y
CATIE se mantuvieron en niveles intermedios, pre-
sentando concentraciones de 1.06x10° conidias/ml y
de 3.73x10° conidias/ml, respectivamente (Figura 1).



Cuadro 1. Separacion de medias del nivel final de conidias/ml (C) mediante la prueba Tukey, con datos transformados (para

C)(Media t) para cuatro cepas de Verticillium sp.

CEPAS Nivel final de conidias/ml N
Media Media t

Guayabo 5.45x10° 16.14 a 16

Tuis 1.06x10° 15.18 ab 16

CATIE 3.73x10° 1471 b 16

Pejibaye 2.27x10° 13.77 b 16

t =log (Y)

N = Numero de observaciones.
a = 0.05, datos con la misma letra no difieren significativamente.

Para las cepas de CATIE,Pejibaye y Tuis, tanto el
efecto de la melaza como el de la presencia y ausencia
de uredosporas de roya en la concentracién final de
conidias/ml (datos transformados, Log Y) no resulta-
ron significativos (0,365<P<0,517). Del mismo modo,
la interaccion entre estos dos factores tampoco resul-
t6 significativa. Es decir, que con cualquier dosis de
melaza que se empled en este estudio en presencia o
ausencia de uredosporas de roya,la produccién de co-
nidias de estas cepas no aumentd ni disminuy6. Sin
embargo, para la cepa de Guayabo tanto la melaza co-
mo la presencia o ausencia de uredosporas fueron sig-
nificativos (P=0,0097 y P=0,0281, respectivamente).

Bx108

Tuis
CATIE
Pejibaye T

5x108

4]

4x108
3x108
2x10° 4
1x108

Concentracion de conidias/mi

0

Dias

Figura 1.Promedio de la concentracion de conidias/ml de las
cepas CATIE, Pejibaye y Tuis obtenidas en fermen-
tadores artesanales con 4 dosis (8, 40, 80 y 120 gm)
de melaza/l en presencia y ausencia de uredospo-
ras de roya, durante un periodo de 10 dias.

La interaccion de la concentracién de melaza con
la presencia o ausencia de uredosporas de roya fue
significativa (P=0.0042). La separacion de medias del
nivel final de conidias revelé que la combinacién do-
sis tres de melaza (40 g/1), en ausencia de uredosporas
de roya, fue la tnica que difiri6 del resto de combina-
ciones y fue, a su vez, la que present6 el mayor nivel
final estimado de conidias (4.32x10'° conidias/ml). Es-
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ta diferencia se puede considerar muy importante,
pues con ninguna otra combinacién de factores se ob-
tuvo una concentraciéon tan alta. En este sentido, la
adicién de uredosporas para las otras combinaciones
no incrementoé la concentracién de conidias, como se
esperaba en este estudio (Da Silva y Feraz 1978).

Es importante anotar que la concentracién de co-
nidias/ml alcanzada por las cepas de Guayabo y Tuis
no se habia logrado obtener antes en medio liquido.
Unicamente se habia reportado un méximo de 10° co-
nidias/ml en caldo Sabouraud dextrosa (Vélez y Rosi-
llo 1995). Hebbar y Lumsden (1999) lograron, en un
fermentador artesanal,donde se empled la misma can-
tidad de melaza de cana (80 g/1), aproximadamente de
106 a 107 clamidosporas/ml de Trichoderma spp.,1o que
coincide con lo obtenido con las cepas de Verticillium sp.
en esta investigacién para esa misma dosis.

Tiempo en dias del punto de inflexion

El anilisis de varianza del tiempo (dias) del punto de
inflexién, indic6 que hubo diferencia significativa en-
tre las cepas estudiadas (P=0.0249), en la interaccion
de las cepas con las dosis de melaza (P=0.0178), y la
interaccion de cepas con presencia o ausencia de ure-
dosporas de roya (P=0.0381). También resulté signifi-
cativa la interaccion de los tres factores (cepa,dosis de
melaza y presencia o ausencia de uredosporas de ro-
ya) (P=0.0049). La separacion de medias del tiempo
del punto de inflexion mediante la prueba de Tukey
demostré que la cepa de Guayabo (19.4 dias) difirié
en forma muy acentuada de las cepas de Pejibaye (3.9
dias) y CATIE (3.4 dias),pues tardé mas tiempo para
llegar al punto de inflexion. La cepa de Tuis demor6
10.2 dias para alcanzar el punto de inflexion, el cual
representd un tiempo intermedio entre las demds ce-
pas. No se observo diferencia entre las cepas de Peji-
baye y CATIE, lo cual mostré que ambas requirieron
un tiempo similar para llegar al punto de inflexion.



Las cepas de Guayabo y Tuis demoraron mucho
mas tiempo que el resto de las cepas en alcanzar el
punto de inflexién en las curvas de crecimiento, pero
esa demora se compensa con el alto nivel de conidias
que se puede obtener con dichas cepas, de tal modo
que se puede considerar su reproduccidén masiva para
un posible control bioldgico de la roya (Cuadro 2).
Cuadro 2. Separacion de medias del tiempo (dias) del punto

de inflexion (M) mediante la prueba Tukey para cuatro cepas
de Verticillium sp.

CEPAS Media del tiempo (dias) del N
punto de inflexién

Guayabo 196 a 16

Tuis 10.2 ab 16

CATIE 34 b 16

Pejibaye 39 b 16

N = Ndmero de observaciones.
a = 0.05, datos con la misma letra no difieren significativamente.

Los anélisis de varianza del tiempo del punto de in-
flexion para las cepas de CATIE, Pejibaye y Tuis indica-
ron que el factor melaza no fue significativo
(0,247<P<0,458), como tampoco lo fue el factor uredos-
poras de roya (0.250<P<0.973). La interaccién de la
concentracion de melaza con la presencia o ausencia de
uredosporas tampoco fue significativa (0,594<P<0,758).
Es decir, dichas cepas demoraron lo mismo para alcan-
zar el punto de inflexién tanto al emplear dosis de me-
laza altas como al utilizar dosis mas bajas,con uredospo-
ras de roya presentes o ausentes. El tiempo promedio
para alcanzar dicho punto fue de 3,4 dias.

En el caso de la cepa de Guayabo, el anélisis de
varianza del tiempo del punto de inflexion revel6 que
hubo diferencia significativa del factor melaza
(P=0.0328), pero no fue asi con el factor uredosporas
de roya (P=0.081). Sin embargo, la interacciéon de los
dos factores si fue significativa (P=0.0251), lo cual in-
dica que existié un comportamiento diferente de la
cepa ante las distintas dosis de melaza, dependiendo
de la presencia de uredosporas en el medio.

La separacion de medias del tiempo del punto de
inflexion (Tukey) para la interaccion de las diferentes
dosis de melaza, y la presencia y ausencia de uredos-
poras de roya, mostraron que al emplear 40 g/l de me-
laza sin adicién de uredosporas de roya se estimé un
tiempo de 118,3 dias para alcanzar el punto de infle-
xion, el cual se encuentra muy lejos del intervalo de
observaciéon. Esto se puede explicar si se considera
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que fueron pocas las replicaciones en el ensayo (tini-
camente dos) y demasiada la variacién en los datos
observados para esa combinacion de factores, y los es-
timados de parametros se encontraron fuera del pe-
riodo de observacién de 18 dias maximo.

Los demés puntos de inflexion no mostraron dife-
rencias significativas a través del tiempo.

Medida de la pendiente en el punto de inflexion

El andlisis de varianza del pardmetro B, medida de la
pendiente en el punto de inflexién,no mostré diferen-
cias significativas entre las cepas estudiadas
(P=0,996), ni interaccién entre las mismas con las do-
sis de melaza (P=0,685), ni la presencia de uredospo-
ras de roya (P=0.645). Por lo tanto, todas las cepas lle-
garon al punto de inflexién con una tasa de incremen-
to similar, y este fenémeno se dio independientemen-
te de las diferentes dosis de melaza empleadas, asi co-
mo de la presencia o ausencia de uredosporas de roya.

En todos los pardmetros, la mejor combinacién
para la reproduccion de las cepas de CATIE, Pejibaye
y Tuis result6é cuando la melaza fue minima (8 g/1) sin
presencia de uredosporas. La combinacién de los fac-
tores descritos también resulté beneficiosa al utilizar
menos material (menos melaza) para preparar el sus-
trato,lo cual evita tener que colectar la roya en el cam-
po para adicionarla al medio; asi, se reducen los costos.

Para el caso especifico de la cepa de Guayabo, la
mejor dosis de melaza para su reproduccion fue la de
40 g/l,las dosis mayores 0 menores no permitieron un
incremento en la produccién de conidias/ml. La adi-
cién de uredosporas de roya tampoco permitié el in-
cremento en la produccion.

En forma general,se pudo notar que para todas las
cepas la adicién de uredosporas al medio no estimul6 la
mayor produccién de conidias al final del periodo. Este
resultado difiere de lo reportado por Da Silva y Ferraz
(1978), quienes observaron mayor produccion de coni-
dias de Verticillium hemileiae al adicionar al medio de
cultivo uredosporas de roya. Dicha adicién tampoco
aceler6 el tiempo del punto de inflexién o la tasa de
crecimiento en el presente estudio.

Evaluacion del efecto hiperparasitico de cuatro cepas
de Verticillium sp. sobre H. vastatrix

Desarrollo de la enfermedad
El desarrollo de la enfermedad presenté un compor-
tamiento tipico de las enfermedades de ciclo multiple



(caso de la roya del café),en las que al inicio se obser-
va un incremento lento, que luego se acelera con el
consecuente aumento de lesiones nuevas. Finalmente,
se pesenta un descenso del incremento en la medida
que el tejido de las hojas afectadas se va agotando
(Castafio-Zapata 1994).

Entre los factores que favorecieron el incremento
de la enfermedad se encuentran la temperatura y la
densidad de sombra durante el periodo de evaluacion.
La temperatura 6ptima para la germinacion de ure-
dosporas oscila entre los 21 y 25°C, y la temperatura
promedio durante el ensayo fue de 22-22.5°C, durante
el mes de julio y agosto, respectivamente. La densidad
de sombra reportada en el ensayo fue de 81,77% lo
que también pudo favorecer el incremento de la en-
fermedad, pues la sombra es una condicién propicia
para su desarrollo (Cadena 1982).

Actividad hiperparasitica

Hojas con piustulas

Se observaron diferencias significativas en la presencia
de hojas con pustulas entre los tratamientos (P=0,0002)
y en los tratamientos frente a las evaluaciones
(P=0,0001) (el nimero de pustulas fue en aumento a
medida que trascurri6 el tiempo). No obstante, a pesar
de haber encontrado diferencias significativas en los tra-
tamientos,no se pudo establecer si las combinaciones de
cepas de Verticillium sp.empleadas en el experimento
tuvieron efecto sobre la mayor presencia de hojas con
pustulas, ya que hubo una serie de factores que afec-
taron la evaluacion; por ejemplo, no se pudo garanti-
zar que las plantas estuvieran completamente libres
de Verticillium sp. después de exponerlas en la planta-
cion de café organico de CATIE afectada por roya, en
la fase inicial del experimento,antes del inicio de la eva-
luacién. Esta plantacion presentaba Verticillium sp. en
forma natural,y a pesar de que se asegurd que las plan-
tas utilizadas en el ensayo no tuvieran pustulas de roya
con el micelio blanco caracteristico del hiperparasito,
antes de la aplicacién de los tratamientos,algunas coni-
dias pudieron quedar presentes sobre la superficie de
las hojas,lo cual permiti6 su dispersion.

Por otro lado, las plantas evaluadas se colocaron a
una distancia de 60 cm entre si,lo que permitié que los
tratamientos o combinaciones de cepas del hiperpara-
sito se mezclaran e incluso infectaran el testigo; este
efecto fue posible debido a que Verticillium sp. se dis-
persa facilmente entre una planta y otra, lo cual se fa-
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cilit6 por la poca distancia entre ellas.Alarcén y Carrion
(1994) observaron que plantas de café sembradas en hi-
leras a dos metros entre si y tres metros entre hileras,
tratadas con dos inoculaciones al afio con Verticillium
sp., también presentron mezclas dentro del ensayo.

Incidencia de Verticillium sp. en las pistulas

No hubo diferencias significativas en la incidencia del
hiperparésito en pustulas entre los tratamientos
(P=0,19); solamente hubo diferencias significativas en-
tre los tratamientos frente a las evaluaciones
(P=0,0001). Esto significa que estadisticamente todos
los tratamientos produjeron una incidencia en las pustu-
las de roya similar en todas las hojas evaluadas;es decir,
el nivel de hiperparasitismo no varié con ninguna mez-
cla de cepas aplicadas o con respecto al testigo, donde
no se aplicé ningtin hiperparésito, y esta incidencia fue
incrementando a medida que transcurri6 el tiempo.

Hay que tomar en cuenta que el ensayo se vio
afectado por una posible presencia de Verticillim sp.
cuando se expusieron las plantas en la plantacién de
café organico de CATIE.Asimismo, hubo proximidad
de las plantas dentro del ensayo, lo que pudo ocasio-
nar una mezcla de los tratamientos e infectar el testi-
go (como en el caso de la presencia de Verticillium sp.
en hojas con ptstulas).

La incidencia de Verticillium sp. en el total de las
pustulas fue bajo (£10,5%).Es posible interpretar la ba-
ja incidencia como un efecto adverso de la humedad re-
lativa, pues se necesita entre 99 y 95% de la misma pa-
ra completar el hiperparasitismo (Eskes et al. 1987).Du-
rante el periodo de estudio,se observé una humedad re-
lativa promedio mensual fuera del ensayo de entre 88.1
y 88.5 % para los meses de julio y agosto, respectiva-
mente (cuando se realizo el estudio), y dentro del ensa-
yo fue de 80.4%. La temperatura fue 6ptima para el hi-
perparasito durante el periodo de evaluacién,tanto fue-
ra del ensayo como dentro de él, ya que Verticillium sp.
se desarrolla bien entre los 20 y 25 °C (Hall 1981).

Tanto H. Vastatrix como Verticillium sp. encontra-
ron condiciones favorables de temperatura; sin em-
bargo, el incremento en el nimero de pustulas de ro-
ya en las hojas evaluadas fue mucho més acelerado
que el incremento de la incidencia de Verticillium sp.
sobre dichas pustulas(Fig. 2).

Un caso similar se present6 en un estudio realiza-
do por Monzén (1992), en Nicaragua, en el que tam-
bién se evalué la incidencia de Verticillium sp. Tanto
en las hojas como en el total de pustulas se observé un



hiperparasitismo menor del 14% y uno de los factores
que influyeron en la baja incidencia fue la baja hume-
dad.Como este articulo sefiala,los niveles de hiperpa-
rasitismo alcanzados no superaron el 10,5%.y las con-
diciones de humedad fueron, como se discutio ante-
riormente, adversas.

Evaluaciones
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Figura 2. Curvas de mejor ajuste para el desarrollo de H.
vastatrix y de Verticillium sp. durante el periodo del
30 de julio al 24 de agosto de 2000.

Conclusiones

Las cepas de Verticillium sp. produjeron satisfactoria-
mente conidias en los fermentadores artesanales. No
se observé la presencia de clamidosporas en el fer-
mentador, lo cual podria sugerir que las cepas corres-
ponden a la especie Verticillium lecanii. La reduccién
de la concentracién de melaza no afect6 la produccion
final de conidias de las cepas de CATIE, Pejibaye y
Tuis; por lo tanto, se puede usar la dosis mas baja (8
g/1).La presencia de uredosporas de roya no mejoré la
concentracion final de conidias de dichas cepas, por lo
que no se justifico su uso en los fermentadores. Para la
cepa de Guayabo, no se pudo definir el efecto de la
concentracién de melaza ni de la presencia de uredos-
poras de roya en el sustrato. Para la fase de campo, las
condiciones del ensayo en macetas y con indculo na-
tural de roya no permitieron determinar la capacidad
hiperparasitica de las cepas de Verticillium sp.
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