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RESUMEN GENERAL

El trabajo enfoca aspectos de identificacion, calidad y eficacia de micofungicidas y biofermentos
comercializados para el manejo de la roya del café comparandolos con cepas locales aisladas para
esta investigacion.

En el primer capitulo se analizaron dos productos comerciales (C1 y C2) y dos artesanales (INA y
Productor), destinados al control de roya en Costa Rica. Las variables evaluadas fueron: pureza,
concentracion, viabilidad; ademas se hizo una identificacion taxondémica para los cuatro productos.
Adicionalmente se utilizaron técnicas moleculares para identificar uno de los productos
comerciales y uno artesanal como medida de corroboracion de la identificacion morfologica. La
concentracion de esporas fue superior en los productos comerciales; sin embargo, estos registraron
los menores porcentajes de pureza y viabilidad. La ausencia total de contaminantes observada en
ambos productos artesanales indica que es posible obtener productos de buena calidad a baja
escala. La identificacion taxondmica y molecular coincide con el género Lecanicillium que
estipulan los productos comerciales. Por el contrario, en los productos artesanales se indica que
contienen Lecanicillium y los resultados obtenidos identifican al género Simplicillium.

En el segundo capitulo se estudiaron siete cepas de hongos asociadas al control natural de Hemileia
vastatrix. Cinco de ellas fueron aisladas de la zona cafetalera de Turrialba, Cartago, Costa Rica,
una cepa artesanal y una comercial. Se hizo una identificacion molecular y una caracterizacion
cultural y fisiolégica. La secuenciacion de las cinco cepas locales de hongos asociadas al control
bioldgico natural (CBN) de H. vastatrix las identifica como perteneciente al género Simplicillium
con una confiabilidad de 98 a 99%. La cepa artesanal coincidié en un 99% con el género
Simplicillium, mientras que la cepa comercial fue identificada como Lecanicillium attenuatum. En
general, las caracteristicas macroscopicas fueron muy similares entre las cepas aisladas; la
diferencia mas notable fue la coloracion producida en el medio de cultivo, al observar la parte
inferior del plato Petri. Las cepas que tuvieron coloracion de blanco a amarillo oliva tuvieron un
menor crecimiento radial. Se encontraron diferencias estadisticas significativas en cuanto al
tamafo y produccion de conidios (p < 0.0001). Las cepas que registraron los valores méas bajos
de produccién de conidios fueron aquellas que tuvieron conidios de mayor tamafio. Los resultados
obtenidos son el primer reporte que evidencia al género Simplicillium como controlador natural de
H. vastatrix en Costa Rica.

En el tercer capitulo se evaluaron cuatro medios de cultivo liquidos para la produccion de
blastosporas de Simplicillium sp. Dos de estos medios contemplaron fuentes locales alternativas
de carbono y nitrogeno (medios BS y BQ). Como control se utilizé un medio cominmente usado
en laboratorio con fuentes comerciales de nitrégeno y carbono (MB), y como cuarto tratamiento
se utilizo el medio Jackson (1997). La produccién de blastosporas de Simplicillium fue afectada
por los diferentes medios evaluados a través del tiempo (p < 0.0001). En general, los medios BQ
y BS registraron una mayor produccién de blastosporas. La curva de produccion en estos medios
tuvo un comportamiento muy similar. EI valor maximo de produccion de blastosporas para ambos
medios fue el dia 14 después de la inoculacion, donde BQ fue superior alcanzando 1.2X10°8
blastosporas/mL, mientras que el valor maximo para BS fue de 4.8X10’ con el mismo tiempo de

Xl



fermentacion. El pico de produccion en estos medios se alcanzé seis dias después que el medio
Jackson y nueve dias después que el medio MB; en el periodo que estos dos Ultimos medios
alcanzaron la méxima produccién, los medios BQ y BS rindieron 100 veces mas que el medio MB
y 10 veces méas que el medio Jackson.

El cuarto capitulo tuvo por objetivo comparar la eficacia de cepas locales de Simplicillium, una
cepa artesanal y dos cepas comerciales de micoparasitos destinados al control de H. vastatrix en
Costa Rica. El estudio comprendid ocho cepas de hongos, cinco de ellas fueron aisladas para este
estudio en la zona cafetalera de Turrialba (San Juan Norte, Santa Rosa, Aquiares, Jabillos y
CATIE) y tres biofungicidas (C1, C2 e INA) recomendados para combatir la roya en Costa Rica.
La cepa aislada en CATIE coloniz6 en menor tiempo las pastulas de roya. Los aislamientos locales
presentaron un mayor grado de virulencia que el resto de las cepas; dentro de estas Ultimas, el
biofungicida maés eficiente fue el proveniente de INA, el cual tiene como ingrediente activo
Simplicillium sp., mismo género que cepas locales. Hasta nuestro conocimiento, estos son los
primeros resultados que anteponen a Simplicillium como el principal enemigo natural
(micoparasito) de H. vastatrix en Costa Rica. En la evaluacion de campo durante el 2016, la
diferencia mas notable fue de cuatro puntos porcentuales entre el tratamiento donde se comparé el
efecto de la aplicacion de blastosporas de Simplicillium (cepa CATIE) contra un testigo sin
aplicacion. A pesar de la especificidad que demuestra Simplicillium hacia H. vastatrix, los
resultados obtenidos en campo no aumentaron significativamente el porcentaje de parasitismo
respecto al control natural. Durante el 2017 la incidencia de roya en la parcela donde se llevo a
cabo el ensayo fue baja. EI nimero de lesiones de roya por hoja no fue perceptible y por ende el
efecto del parasitismo de Simplicillium sobre estas se vio “diluido”, impidiendo obtener resultados
concluyentes sobre el potencial de control de las cepas seleccionadas bajo condiciones de campo.

El quinto capitulo abordd el analisis de diversidad genética en biofermentos (bioles) aplicados en
café para mejorar el vigor de las plantas y disminuir la incidencia de roya; para esto se determiné
la composicién microbiana de un fermentado utilizado como base para la produccién de bioles,
conocido como microorganismos de montafia (MM) y la riqueza bioldgica de bioles provenientes
de diferentes fabricantes y producidos con diferentes sales minerales. También se estudio el efecto
antagonico individual de microorganismos aislados de estos biofermentos y el efecto de
metabolitos secundarios de estos contra Cercospora coffeicola en cultivo in vitro. Tanto los MM
como los bioles poseen una carga genética diversa para hongos y bacterias (indices de diversidad
de Shannon superiores a 3 en las muestras analizadas). El proceso de fermentacion de los bioles
que conlleva la inclusién de sales minerales afecta negativamente la viabilidad de la poblacion
microbial que estos puedan contener. De manera particular, aquellas muestras a las que se afiadid
alguna fuente de cobre no tuvieron crecimiento en los medios en que fueron sembrados. De
acuerdo a las pruebas de cultivos duales y evaluacion de metabolitos secundarios, se determind
que el efecto antagonico producido por los bioles estudiados hacia C. coffeicola esta determinado
por el efecto directo de los microorganismos presentes y no por la produccion de metabolitos
secundarios.
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SUMMARY

In the first chapter, two commercial and two artisanal products were analyzed, both used to control
coffee rust in Costa Rica. The assessed variables were: purity, concentration, viability and also a
taxonomic identification was made for the four products, additionally a commercial and an
artisanal product were molecularly identified to corroborate our results. Spores concentration was
higher in commercial products, nevertheless, they recorded the lowest purity and viability
percentages. The absence of contaminants in both artisanal products (INA and Producer) points
out that it is possible to obtain good quality products on a small scale. The taxonomic and
molecular identification coincide with the genus Lecanicillium, wich is stated by commercial
products. Otherwise, in artisanal products it is stated that contain Lecanicillium and the results we
obtained indicate the genus Simplicillium.

In the second chapter seven strains of fungi associated with natural control of Hemileia vastatrix
were studied, five of them were isolated from the coffee region of Turrialba, Cartago, CR and three
were commercial strains. A molecular identification, cultural and physiological characterization
were made. The ADN analysis of the five local strains of fungi associated with the Natural
Biological Control (CBN) of H. vastatrix showed a 99% identity with the genus Simplicillium,
with the exception of the EC strain, which showed 98% identity with this genus. One of the strains
distributed for the biological control of coffee rust in Costa Rica coincided 99% with the genus
Simplicillium, the other one was identified as Lecanicillium attenuatum. Macroscopic
characteristics were very similar between the isolated strains, the most notable difference was the
coloration seen on the lower part of the Petri dish; the strains that had a change in coloration from
white to brown had a lower radial growth. Significant statistical differences were found in size and
production of conidia (p < 0.0001). The strains that recorded the lowest values of conidia
production were those that had larger conidia. The results obtained are the first report pointing out
the genus Simplicillium as a natural controller of H. vastatrix in Costa Rica.

In the third chapter, four liquid culture media were assessed for the production of Simplicillium sp.
blastospores. Two of them using alternative local sources of carbon and nitrogen (BS and BQ
media). On the other hand, a medium commonly used in the laboratory with commercial sources
of nitrogen and carbon (MB), and a fourth treatment was Jackson (1997). The production of
blastospores of Simplicillium was affected by the different media evaluated for the duration of time
(p < 0.0001). Overall, BQ and BS media recorded a higher production of blastospores. The
production curve in these media had a very similar performance. The maximum production value
of blastospores for both media was on day 14 after inoculation, where BQ was higher reaching
1.2X108 spores / mL, maximum value for BS was 4.8X10’. The production peak in these media
was reached six days after the Jackson medium and nine days after the MB medium, in the period
that these last two media reached maximum production, the proposed media yielded 100 times
more than the MB medium and 10 times more than Jackson media. The most notable difference
was recorded between BQ medium and MB medium, BQ yielded 1000 times more than MB.
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The fourth chapter aimed to select a local strain of Simplicillium with a high degree of virulence,
as well as to assess the efficiency of commercial strains of mycoparasites for the control of H.
vastatrix in Costa Rica. The study included eight strains of fungi, five of them were isolated from
the coffee region of Turrialba, and three biopesticides recommended to control coffee rust in Costa
Rica. The EC strain showed to be the most effective, by colonizing coffee rust pustules in a shorter
time. This strain was compared with commercial formulations after two successive passes in PDA
and after having stored it on filter paper. The local isolates presented a greater degree of specificity
than the rest of the strains. Regarding biopesticides recommended to control coffee rust, the most
efficient was the product based on Simplicillium (same genus than local strains). This is the first
report pointing out Simplicillium as the main natural enemy of H. vastatrix in Costa Rica. In the
field evaluation during 2016 the most notable difference was four percentage points between the
treatment where blastospores were applied and the control without application. Despite the
specificity shown by Simplicillium towards H. vastatrix, the results obtained in the field did not
significantly increase the parasitism percentage regard to CN. During the year 2017 the occurrence
of coffee rust was low on the plot where the trial was carried out. The number of coffee rust lesions
per leaf were not noticeable, therefore the effect of the parasitism of Simplicillium on these was
"diluted".

The fifth chapter aimed to analyze genetic diversity, for which a general quantification was made
on the microbial composition of mountain microorganisms (MM) and "bioles". The individual
antagonistic effect of microorganisms isolated from bioles and the effect of secondary metabolites
of these against Cercospora coffeicola was also studied. Both MM and bioles have a very diverse
genetic load, for both fungi and bacteria (Shannon diversity indexes greater than 3 in the analyzed
samples). The process of fermentation of bioles that involves adding mineral salts, affects the
viability of microbial population, specially, those samples to which a copper source was added had
no growth in the media in which they were grown. According to the dual tests and evaluation of
secondary metabolites, antagonistic effect of bioles towards C. coffeicola is determined by the
individual effect of microorganisms present and not due to secondary metabolites these contain.

XVI



1. INTRODUCCION GENERAL

El control de plagas de importancia econdmica en la agricultura ha sido dominado por el uso de
insecticidas quimicos, pero debido a efectos no deseables en organismos benéficos, aguas
subterraneas, inocuidad de alimentos y desarrollo de resistencia en insectos, se ha puesto énfasis
en la investigacion de nuevas opciones para el manejo de plagas y enfermedades (Shahid et al.
2012). Actualmente, el uso de bioplaguicidas es una herramienta para mejorar las estrategias de
uso racional de insecticidas por lo que el desarrollo de nuevos productos debera, ademas de ser
efectivo, competir econdmicamente con el sistema de manejo convencional de plagas (Khater
2012). El control bioldgico de organismos dafiinos en ocasiones hace uso de bioplaguicidas, pero
la mayoria de estos productos no entran dentro del concepto de control biologico. Este término
incluye a enemigos naturales: depredadores, parasitoides y patdgenos (Rodriguez 2007; Bailey et
al. 2010). Eilenberg et al. (2001) sefiala que también los virus pueden ser incluidos en los
programas de control bioldgico, pero no los metabolitos o0 genes obtenidos de organismos. La
eficiencia del control bioldgico varia de acuerdo a la densidad del organismo plaga, y la mayoria
de técnicas que integran el uso de bioplaguicidas, ejercen un control de organismos dafiinos
independientemente de su densidad (Rodriguez 2007). Los bioplaguicidas también son una
herramienta de manejo sostenible de organismos dafiinos; incluyen patégenos como plaguicidas
microbiales pero ademés productos bioquimicos. Los primeros contienen en su formulacion
bacterias, hongos, virus y nematodos; los segundos contemplan diferentes extractos de plantas,
feromonas, arcillas, bicarbonato de potasio, genes y enzimas usadas como ingredientes activos
(Cao et al. 2010; Gasic y Tanovic 2013). Dentro de este grupo de plaguicidas, los hongos
entomopatdgenos son una alternativa de las mas promisorias para el manejo de organismos dafiinos
(Mahmoud 2009; Bastidas et al. 2009), y a la vez una estrategia para reducir el uso de plaguicidas
sintéticos. La mayoria de los bioplaguicidas comerciales a base de hongos entomopatégenos son
formulados a base de Metarhizium, Beauveria, Lecanicillium e Isaria, los cuales son faciles y
economicos de multiplicar a gran escala (Vega et al. 2009). De manera general, casi todos los
insectos son susceptibles al ataque de hongos entomopatdgenos (Gonzélez et al. 2012).

Por otra parte, existe un creciente interés en el uso de enmiendas organicas liquidas (“tés de
composta” y “bioles”) para el manejo de organismos dafiinos. Estos productos son hechos
mezclando agua, composta y diferentes fuentes nutricionales durante un proceso de fermentacion
anaerobica; otros pueden ser elaborados en presencia de oxigeno (Scheuerell y Mahaffee 2006).
En paises como Costa Rica se hace uso de “bioles”, los cuales son enmiendas organicas
enriquecidas con microorganismos aislados del manto de suelos montafiosos. Estos productos,
ademas de ser utilizados como biofertilizantes, son aplicados también para el manejo de plagas y
enfermedades (Infoagro 2012); incluso, se llegan a considerar como una técnica factible para
mejorar la calidad del suelo (Campo et al. 2014). Hasta la fecha, se puede decir que son muy
escasos los casos donde se corrobora cientificamente sus alcances, razéon por la cual se vuelve
fundamental la investigacion al respecto.

El uso de bioplaguicidas en general, es una técnica mas para fortalecer los programas de manejo
integrado de plagas (MIP). Sin embargo, existe una gran cantidad de desafios a superar durante el



proceso de desarrollo y aplicacion para asegurar su buen funcionamiento. Por lo anterior, es
necesario llevar a cabo investigacion dirigida al proceso de produccion, formulacion,
almacenamiento y aplicacion de bioplaguicidas (Gasic y Tanovic 2013), que permitan esclarecer
las causas de pérdida de viabilidad en cada uno de los pasos de produccién (Boteyenko et al. 1998).

Debido a lo anterior, la evaluacion constante de bioplaguicidas comerciales y artesanales se vuelve
crucial, ya que en ocasiones estos pueden no reunir los requisitos minimos de calidad para lograr
niveles aceptables de efectividad contra el organismo al cual van dirigidos. Por ejemplo, en México
se ha demostrado que aislamientos nativos de M. anisopliae son mas efectivos que formulaciones
comerciales importadas para el control de Bemisia tabaci (Ruiz et al. 2011). En Colombia, al
evaluar cuatro formulaciones comerciales de L. lecanii, una de Beauveria y otra de Paecilomyces,
se evidencio que cinco de estos productos no contenian ni el 40% de la cantidad de conidios que
especificaba la etiqueta; también, unicamente uno de ellos presentd una germinacion aceptable y
lo que es mas grave aun, en las pruebas de pureza en tres de estos formulados no hubo crecimiento
del entomopatdgeno pero si de contaminantes como Penicillium y Aspergillus (Alean et al. 2004).

Ante lo expuesto anteriormente y frente a la creciente necesidad de los productores y la presion de
los consumidores de un menor uso de plaguicidas convencionales, el presente estudio tuvo por
objetivo generar informacion cientifica que permita comprobar la eficacia de cepas locales y de
preparados bioldgicos artesanales cuya composicién y aporte para el control de problemas
fitosanitarios no ha sido cuantitativamente analizada, y analizar la calidad y posibilidades de
mejora en los procesos de produccién de hongos entomopatdgenos y antagonistas que se ofrecen
en el mercado formulados como bioplaguicidas para controlar la roya del café.
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1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general
Generar informacion cientifica sobre los principales hiperparasitos que controlan naturalmente la
roya (Hemileia vastatrix Berkeley y Broome) en cafetales de Costa Rica y comparar su eficacia
con la de formulados comerciales disponibles en el pais para el manejo de este fitoparasito.

1.1.2. Objetivos especificos
1. Analizar algunos parametros de calidad de productos comerciales y artesanales para el control
de H. vastatrix en Costa Rica.

2. ldentificar y caracterizar cepas de hongos hiperparéasitos de H. vastatrix.
3. Evaluar medios de produccion de hongos hiperparéasitos de H. vastatrix.
4. Medir la eficacia de cepas locales y comerciales en el control de H. vastatrix.

5. Determinar la composicién microbiana y el efecto de los biofermentos (”bioles”) en el control
de Cercospora coffeicola.

1.2. Hipdtesis
1. Los parametros de calidad de bioplaguicidas comerciales y artesanales no se cumplen.

2. Existen especies de hongos no reportadas como enemigos naturales de H. vastatrix en Costa
Rica.

3. Es factible reproducir masivamente hongos hiperparasitos de H. vastatrix.

4. Existen cepas locales con mayor grado de virulencia que cepas comerciales recomendadas para
el control de H. vastatrix.

5. La composicion microbiana de biofermentos tiene un efecto antagdnico sobre C. coffeicola.



Capitulo 1. Evaluacion de la calidad de productos biologicos comerciales y artesanales para
el control de la roya Hemileia vastatrix Berkeley y Broome en Costa Rica

Resumen

Se analizaron dos productos comerciales (C1 y C2) y dos artesanales (INA y Productor),
destinados al control de la roya del café en Costa Rica. Las variables evaluadas fueron: pureza,
concentracion, viabilidad e identificacion taxondémica para ingredientes activos en los cuatro
productos. Adicionalmente se identificaron molecularmente un producto comercial y uno artesanal
para corroborar los resultados de la identificacion taxonomica por morfologia de los
microorganismaos.

La concentracién de esporas fue superior en los productos comerciales, pero estos registraron los
menores porcentajes de pureza y viabilidad. La ausencia de contaminantes en cultivos de ambos
productos artesanales indica que es posible obtener productos de buena calidad a baja escala. La
identificacion taxonémica y molecular de los productos comerciales coincide con el género
Lecanicillium que estipulan sus etiquetas. Contrariamente, en los productos artesanales se indica
que contienen Lecanicillium, sin embargo, los resultados obtenidos lo clasifican como
Simplicillium.

1. Introduccién

Los bioplaguicidas representan una pequefia fraccion dentro del total de plaguicidas
comercializados, equivalente al 2.5% en ventas (Bailey et al. 2010). No obstante, existe un
crecimiento acelerado de bioplaguicidas; la tasa de crecimiento anual compuesta de cinco afos es
del 16%, mientras que la de los insecticidas convencionales es del 3% (Marrone 2007). Los
insecticidas microbiales dominan este grupo de bioplaguicidas (Kabaluk y Gazdik 2007). Este
rapido ascenso en este grupo de productos destinados a la proteccién de cultivos y la técnica de
produccién de entomopatdgenos relativamente sencilla, ha propiciado que en ocasiones estos se
comercialicen sin un respaldo técnico a la hora de hacer las recomendaciones de uso. Igualmente,
es importante dar seguimiento a los productos comercializados actualmente, ya que una gran parte
de los entomopatdgenos presentan una especificidad muy marcada; por ejemplo, formulaciones
comerciales del hongo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin son eficaces para controlar ciertas
plagas en regiones subtropicales de Norteamérica y otras zonas, pero han resultado ineficaces
cuando se usan en Centroamérica (Carballo et al. 2000). Es muy comun que los fabricantes de
micoinsecticidas tengan estrategias mercadotécnicas en donde se resta importancia al fundamento
técnico para la eficacia de estos. Las etiquetas de muchos de estos productos recomiendan su uso
para una gran variedad de insectos, lo cual resulta arriesgado por lo indicado anteriormente. Ante
esto, se corre el riesgo de que no se obtengan los resultados deseados para el control de plagas y
los productores empiecen a desconfiar del control biolégico y confiar mas en productos
convencionales.



Un aspecto fundamental durante el proceso de produccién de bioplaguicidas es el sistema de
control de calidad empleado, ya que si esto se pasa por alto, los resultados esperados seguramente
no se alcanzaran. Ademas, se corre el riesgo de que el usuario final desconfie de los bioplaguicidas
y con esto se retrase su adopcidn. Por otra parte, también existe la posibilidad de que el producto
final tenga contaminantes perjudiciales para la salud humana.

El primer paso del control de calidad en la produccion de bioplaguicidas es la correcta
identificacion del ingrediente activo. Para el caso de entomopatdgenos, se deberd recurrir a
taxdnomos especialistas; actualmente el uso de marcadores moleculares es una técnica adecuada
para tales fines (Jenkins y Grzywacz 2003). Una vez que se tiene la certeza de que lo que se esta
produciendo es lo que se busca, se debe mantener una cepa madre del bioplaguicida bajo
condiciones de almacenamiento que garanticen su estabilidad genética a largo plazo. Para ello, los
métodos mas utilizados son la liofilizacion y la criopreservacion. El control de calidad de agentes
biol6gicos debe seguir durante todo el proceso de produccidn y posterior a este.

A diferencia de los insecticidas quimicos en donde basta un anélisis quimico para evaluar su
calidad, los pardmetros de calidad en los bioplaguicidas deben ser evaluados minuciosamente
(Jenkins y Grzywacz 2003). Es importante mencionar que en paises donde el registro de
bioplaguicidas es obligatorio, se debe contar con una descripcion completa del proceso de
produccion (McClintock 1999) y, aunque es dificil estandarizar un protocolo de control de calidad
para todos los microorganismos, en la produccion de hongos entomopatdgenos se pueden citar los
principales parametros a evaluar: pureza 0 no presencia de contaminantes, concentracion,
viabilidad y finalmente la efectividad contra el organismo objetivo (Monzdn 2001). Estos
parametros deberan ser registrados en cada lote de produccion.

La deteccion de contaminantes debe ser constante durante todos los pasos que contempla el
proceso de produccion. EI método mas sencillo para esto es tomar muestras del medio (antes y
después de la inoculacion) para después hacer una siembra sobre un medio agarizado; los medios
Papa Dextrosa Agar (PDA) y Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) son comunmente usados. Después
de la siembra se incuban a 25°C por dos a tres dias para observar si hay presencia de bacterias u
hongos contaminantes; si se detectara alguno, se debera implementar una estrategia para
eliminarlo. De no ser posible su eliminacidn, el lote de produccién deberéa ser descartado (Jenkins
y Grzywacz 2003).

En cuanto al rendimiento, la concentracion final del producto tiene que ser igual o superior al
rendimiento promedio de la cepa (Monzén 2001); este punto es medido generalmente mediante
conteo directo en camara Neubauer (Elosegui 2006). Un método practico para medir la viabilidad
de conidios es sembrar alicuotas de una suspension del sustrato en medio PDA e incubar a 20°C
durante 24 horas; después se agrega azul lactofenol para detener la germinacion y se cuenta el
nimero de conidios germinados (Cafiedo y Ames 2004), el porcentaje de viabilidad debe ser
superior a 95% (Monzon 2001).



2. Materiales y métodos

2.1. Productos analizados

Se analizaron dos productos comerciales (C1 y C2) y dos artesanales (INA y Productor),
destinados al control de la roya en Costa Rica. Lecano C1 se comercializa sobre el sustrato de
produccion arroz, debidamente empacado y etiquetado para la venta y C2 en una formulacién en
polvo mojable. El producto artesanal INA proviene de un centro de capacitacion y transferencia
de tecnologia y Productor proviene de la finca Cristina en Paraiso, Cartago; este biofungicida es
producido dentro de la misma finca. El andlisis de productos fue inmediatamente después de su
colecta. Ademas, por nuestra parte hicimos una formulacion de Simplicillium en polvo de la cepa
aislada de CATIE para comparar pérdidas durante el proceso de formulacion. Inicialmente el
hongo fue producido en medio liquido BSQ (ver composicion y metodologia en Capitulo I11).
Mediante pruebas de ensayo y error. La metodologia usada para la formulacion fue la siguiente:

1. Un litro de medio BSQ con una concentracion inicial de 1X107 blastosporas mas micelio se
licud para separar propagulos.

2. Después el medio fue pasado tres veces por una descremadora de leche para separar los sélidos,
los cuales fueron colocados en un mortero para ser mezclados con los componentes inertes de la
formulacion.

3. En el proceso de formulacion se agregd silica en polvo cémo agente de flujo libre y celite para
aumentar el volumen. Luego se macerd y mezcl6 para homogenizar la mezcla.

4. El polvo obtenido, con un porcentaje de humedad inicial de 53.95, fue colocado en una bandeja
plastica en un cuarto con aire acondicionado para acelerar el secado. Después de 24 horas el
porcentaje de humedad disminuy6 hasta 4.3%.

2.2. Variables y metodologia para su medicion
Las variables evaluadas fueron: 1) pureza, 2) concentracion y 3) viabilidad. Estas variables son
un factor clave durante el proceso de produccién de entomopatdgenos para asegurar la calidad del
organismo que se esta produciendo. También son parte fundamental para lograr el objetivo final
en campo (Fernandez y Vega 2006).

La variable 1 se midié mediante un proceso descriptivo y visual (Monzon 2001); se hicieron
rayados de los diferentes productos en cajas Petri que contenian medio de cultivo Agar Nutriente,
con el fin de detectar unidades formadoras de colonias (ufc) ajenas al ingrediente activo que
indicaba el producto. Para asegurar que los posibles contaminantes detectados provinieron del
producto y no fueron obtenidos durante el proceso de inoculacion, se hizo un rayado con agua
destilada estéril (ADE) como control. Para determinar y corroborar la concentracion de conidios
se hicieron diluciones seriadas, tomando 1 g del producto original y se suspendié en 9 mL de ADE
mas Tween 80 a 0.1%. De esta suspension se tomd 1mL para nuevamente ser suspendido en 9 mL
de ADE; este procedimiento se repitié hasta obtener una concentracion de esporas que permitiera



su conteo en camara de Neubauer, usando el método propuesto por Cafiedo y Ames (2004). Se
utilizaron un total de 10 repeticiones (cajas Petri) por producto a evaluar para ambas variables.

Para estimar la viabilidad de conidios se tomd un gramo de bioplaguicida para luego hacer
diluciones seriadas en ADE méas Tween 80 al 0.1% al igual que en las dos variables anteriores.
Después se tomo aquella dilucién que permitié la correcta observacion de conidios y del tubo
germinativo solo se tomaron en cuenta aquellos cuya longitud fue superior al largo del conidio del
que procedian. Finalmente se hizo una relacion entre conidios germinados y no germinados para
determinar el porcentaje de viabilidad.

Para la formulacion hecha a partir del medio BSQ se contabilizaron ufc y porcentaje de pureza al
final de los pasos 1, 2 y 4 descritos en el apartado anterior.

2.3. Identificacion taxonomica

Para identificar el ingrediente activo de las formulaciones se hicieron aislamientos de colonias
puras del microorganismo para luego utilizar las claves taxondmicas propuestas por Zare y Gams
(2001) y Zare y Gams (2004). Las observaciones de conidios y arreglo de fialides fueron hechas
utilizando una cdmara OMAX ToupView®© x86, montada a un microscopio compuesto. Ademas
de lo anterior, se realiz6 una identificacion molecular para el producto comercial C1 y para el
artesanal INA para de esta manera, corroborar la identificacién taxondmica por caracteristicas
morfoldgicas. La identificacion molecular se llevé a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Corporacion Bananera Nacional de Costa Rica (Corbana).

3. Resultados

Cuadrol. Concentracion, pureza y viabilidad de productos comerciales y artesanales destinados al
control de roya en Costa Rica

Bioplaguicida Concentracion Pureza (%) Viabilidad (%) Organismo
identificado
C1l 4.25X10°8 40.7 10.5 Lecanicillium
attenuatum
C2 2.2X10%° 15 5 Lecanicillium
INA 8.65X10°8 100 54 Simplicillium
Productor 1.1X108 100 91 Simplicillium

El producto comercial con mayor concentracion de conidios fue C2, éste producto present6 51.76
veces mas conidios que el otro producto comercial (C1). Este ultimo registré la mitad de conidios
que el producto artesanal INA y 0.38 veces mas que el bioplaguicida Productor, siendo este el de
menor concentracion de conidios.



Los productos con menor grado de pureza fueron C2 y C1, con 15 y 40.76%, respetivamente. A
diferencia de los productos artesanales en donde no se registraron colonias de contaminantes
(Cuadro 1). Respecto al formulado de Simplicillium en polvo, formulado por nuestra cuenta, se
partié de un 100% de pureza en el medio en el cual se produjo el propagulo, ese mismo porcentaje
se mantuvo en el primer paso de formulacion, se registrd una disminucién de 5% al obtener el
supernatante y al final del secado el porcentaje de pureza disminuyé 15% (Cuadro 2).

Al igual que la variable anterior, los productos comerciales fueron los que registraron los valores
maés bajos de viabilidad de conidios. El producto INA super6 ligeramente el 50% de viabilidad
mientras que el bioplaguicida productor alcanzé mas de 90% (Cuadro 1). La cantidad de ufc en la
formulacion de Simplicillium disminuyd de 3.2X10%° a 2.3X108 del primer a segundo paso del
proceso; no se registrd una disminucién de ufc al final (Cuadro 2).

En cuanto a la identificacién taxonoémica y molecular, los productos comerciales coincidieron con
el género Lecanicillium, indicado por ambos productos como ingrediente activo. El producto C1,
al cual se le hizo identificacion molecular, coincidié en un 99 % con L. attenuatum. Por otra parte,
la identificacion taxondmica de productos artesanales indicé que ambos bioplaguicidas contenian
el género Simplicillium. Una causa posible para que estos fueran confundidos con Lecanicillium
es por la semejanza de las caracteristicas macroscopicas que ambos géneros comparten. La
identificacion molecular para el producto INA coincidio en un 99% con el género Simplicillium,
por lo que se corroboran nuestras observaciones (ver anexos 1y 2).

Cuadro2. Concentracion y pureza durante el proceso de formulacion en polvo de Simplicillium

Pasos Concentracion (ufc) Pureza (%)
1. Licuado del medio 3.2X10%° 100
2. Obtencion del supernatante 2.3X108 95
4. Secado del producto 3X10°8 85
4. Discusion

Si bien la concentracion de esporas fue superior en los productos comerciales, estos registraron los
menores porcentajes de pureza y viabilidad. Se puede apreciar que entre mayor es el grado del
proceso de los diferentes productos, menor es la viabilidad de conidios. Una posible explicacion
seria su afectacion durante el proceso de desecacion. Al respecto Jackson et al. (1997) mencionan
que esporas producidas por diferentes hongos son muy susceptibles a este proceso. La viabilidad
de conidios tan baja (5%) registradas para el bioplaguicida C2 contrasta con lo reportado por
Vargas (2017), quien reporto una viabilidad de 100% para este mismo producto antes de ser
evaluado para el control de H. vastatrix.



Este contraste se dio también con los datos de pureza, pues mientras que Vargas (2017) reporta
un 56% de pureza, nuestros resultados indican un 15%; la mayor cantidad de colonias fue de
bacterias contaminantes. Si bien es cierto que el producto analizado en este estudio puede ser de
un lote diferente, las diferencias en ambos estudios indican una falta de estabilidad del producto,
posiblemente originada desde la conservacion de la cepa. Al respecto se evaludé un método de
conservacion practico propuesto por Morales (2008), que en otros estudios ha demostrado
conservar cepas de hongos hasta por cinco afios sin disminuir su patogenicidad y el cual puede ser
usado facilmente por productores artesanales. Este método fue utilizado con una cepa local de
Simplicillium, la cual fue evaluada un mes después de conservada; los resultados no indicaron
pérdida de virulencia contra H. vastatrix. Si bien, el tiempo de almacenamiento es corto, se destaca
la tolerancia de conidios de Simplicillium al proceso de desecacidn (ver Capitulo 1V).

La ausencia de contaminantes en ambos productos artesanales (INA y Productor), indica que es
posible obtener productos de buena calidad a baja escala. El producto elaborado por el productor
en su finca presento el grado mas alto de viabilidad lo que se puede deber a que la produccién se
realiza al momento de hacer las aplicaciones en campo, por lo que el producto no es sometido a
cambios de temperatura de almacenamiento ni al manipuleo que reciben los demas productos
durante todo el proceso. Este hecho fue observado también en el formulado de Simplicillium,
donde conforme se incrementa el proceso se van obteniendo contaminantes, principalmente
bacterias. En este Gltimo caso, la cantidad de ufc se vio favorecida con la fragmentacion de micelio
producida por el licuado del producto, ya que de una concentracion inicial de 1X10" blastosporas
se obtuvieron de inicio 10° ufc. Los valores finales fueron de 108,

La identificacion taxonémica y molecular coincidié con el género Lecanicillium indicados por los
productos comerciales. Contrariamente, en los productos artesanales se indica que contienen
Lecanicilliumy los resultados obtenidos mostraron al género Simplicillium. La confusion de ambos
géneros puede dar lugar a que estos se apliquen por igual para controlar la roya, cuando se ha
demostrado que Simplicillium tiene una mayor especificidad hacia H. vastatrix (ver Capitulo 1V).
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Capitulo I1. Identificacion molecular y caracterizacion de cepas de hongos hiperparasitos de
Hemileia vastatrix Berkeley y Broome

Resumen

La roya (Hemileia vastatrix) es una de las enfermedades de mayor importancia econémica en el
cultivo de café, llegando a ocasionar pérdidas en produccién de hasta un 50%. Ademas del control
quimico convencional de esta enfermedad, existen enemigos naturales que regulan su incidencia
y severidad, tal es el caso de hongos micoparasitos. En la presente investigacion se estudiaron siete
cepas de hongos asociadas al control natural de H. vastatrix; cinco de ellas fueron aisladas de la
zona cafetalera de Turrialba, Cartago, Costa Rica. También se incluyd una cepa artesanal (INA) y
una comercial (C1) para ser utilizadas como control en pruebas de eficacia posteriores. Se realiz6
una identificacion molecular y una caracterizacion cultural y fisiologica. La secuenciacion de las
cinco cepas locales de hongos asociadas al control biologico natural (CBN) de H. vastatrix mostrd
una coincidencia del 99% de identidad con el género Simplicillium para las cepas provenientes de
Aquiares (AQ), Santa Rosa (SR), San Juan Norte (JN) y Jabillos (JV) y del 98% para la cepa EC
de CATIE. La cepa artesanal INA coincidié en un 99% con el género Simplicillium, mientras que
el aislamiento de la cepa comercial C1 fue identificada como Lecanicillium attenuatum. En
general, las caracteristicas macroscopicas fueron similares entre las cepas aisladas; la diferencia
mas notable fue la coloracion del medio de cultivo vista por la parte inferior de la caja Petri. Las
cepas que tuvieron un cambio de coloracién de blanco a marron tuvieron un menor crecimiento
radial.

Se encontraron diferencias estadisticas significativas en cuanto al tamafio y produccion de conidios
(p <0.0001). Las cepas que registraron los valores mas bajos de produccion de conidios fueron
aquellas que tuvieron conidios de mayor tamafio.

Los resultados obtenidos en la identificacion de aislamientos locales de hongos antagonistas son
el primer reporte que evidencia al género Simplicillium como controlador natural de H. vastatrix
en Costa Rica.

Palabras clave: Caracterizacion cultural, caracterizacion fisioldgica, cepas locales, aislamientos.

1. Introduccidén

Dentro del complejo de enfermedades que atacan al cultivo de café, la roya (Hemileia vastatrix)
es de las de mayor importancia econdmica en todas las regiones de produccion (Arneson 2000;
Avelino et al. 2015) ya que puede ocasionar pérdidas superiores al 50% de la cosecha (Haddad et
al. 2009). El brote mas perjudicial de roya en Centroamérica ocurrio6 en el ciclo 2012 — 2013, donde
las pérdidas estimadas fueron superiores a US$499 millones, razon por la cual varios paises
consideraron el hecho como una emergencia nacional (Promecafe e 1ICA 2013).

Las técnicas de control para este patdgeno estan enfocadas en el uso unilateral de fungicidas
convencionales o con aplicaciones de cobre. Los efectos indeseables de estas acciones de manejo
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son bien conocidos. Como contraparte, existen enemigos naturales de H. vastatrix que regulan su
incidencia y severidad; tal es el caso del hongo Lecanicillium lecanii (Guharay et al. 2001), con
el cual se pueden implementar técnicas de manejo sostenibles, y el cual es citado constantemente
como controlador biologico de H. vastatrix (Monzén 1992; Canjura et al. 2002; Vandermeer et al.
2009; Rivillas 2015; Perez 2015).Incluso, al momento de aislar hongos parasitos de roya se llega
a asumir que el hongo aislado es Lecanicillium (=Verticillium), sin pruebas que avalen su
identificacion, lo cual resulta riesgoso ya que bajo esta asuncion se inician trabajos de
investigacion.

Por lo anterior, la inclusion de nuevos aislamientos de hongos asociados al control natural de
plagas o enfermedades requiere una identificacion correcta previamente a establecer los
experimentos posteriores (Safavi 2010) enfocados a un programa de control biologico. Este
aspecto también es considerado fundamental para el control de la calidad en la produccion de
bioplaguicidas, para lo cual es necesario recurrir a taxonomos especialistas y al uso de marcadores
moleculares que es una técnica adecuada para tales fines usada actualmente (Jenkins y Grzywacz
2003). La combinacién de técnicas moleculares y la taxonomia basada en caracteristicas
morfoldlogicas es fundamental en la diferenciacidn de especies y variedades de hongos (Gherbawy
y Voigt 2010). Al respecto, James et al. (2016), mediante analisis moleculares, encontraron una
alta diversidad de hongos en discos de hoja de café infectados con roya. Los autores suponen con
base en comparaciones de discos de hoja sin presencia de roya que existen 15 hongos
micoparasitos posibles. Desafortunadamente el estudio no culminé con pruebas de efectividad que
demostraran si realmente estos hongos poseian algin grado de control sobre H. vastatrix. En un
estudio reciente realizado en zonas cafetaleras de Veracruz, México, Gomez et al. (2017) aislaron
y evaluaron hongos micoparasitos sobre pustulas de roya y encontraron niveles superiores de
control con un hongo del género Simplicillium.

Las principales caracteristicas morfolégicas que se deben observar para nuevos aislamientos son
la forma y tamafio y velocidad de germinaciéon de conidios, asi como la apariencia (forma,
elevacidn, aspecto de la superficie y color) de la colonia (Diaz y Lecuona 1995; Hajek y Leger
1994). Dichas caracteristicas, si bien no son utiles para diferenciar aislamientos, pueden estar
relacionadas con aspectos fisioldgicos y el grado de patogenicidad (Jackson et al. 1985), aspecto
que debe corroborarse pues puede variar dependiendo de la especie a estudiar; por ejemplo, Diaz
y Lecuona (1995) al evaluar caracteristicas culturales y fisioldgicas de cepas de Beauveria
bassiana Bals. (Vuillemin), no encontraron relacién alguna con su patogenicidad contra Diatraea
saccharallis Fabricius. Caso contrario, estudios realizados con Metarhizium anisopliae (Metch)
Sorok por Samuels et al. (1989), demostraron que existe correlacion entre la velocidad de
germinacion, crecimiento y produccion de conidios con el grado de virulencia para Nilaparvata
lugens Stal.

El presente estudio tuvo por objetivo hacer una identificacion molecular, asi como una
caracterizacion cultural y fisiologica de cepas de hongos locales asociadas al control natural de H.
vastatrix. También, se incluyé una cepa artesanal (INA) y una comercial (C1) usadas para el
manejo de roya en cafetales de Costa Rica.
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2. Materiales y métodos

2.1. Aislamiento de cepas
Los aislamientos se realizaron durante los meses de octubre y noviembre de 2015. Para ello se
colectaron hojas de plantas de café con lesiones de roya en estado avanzado y con presencia de
hongos parésitos sobre la misma. El estudio incluy¢ siete cepas de hongos; cinco fueron aisladas
de la zona cafetalera de Turrialba, Cartago, CostaRica en las localidades de San Juan Norte (SJ),
Jabillos (JV), Aquiares (AQ), Santa Rosa (SR) y CATIE (EC). Las parcelas donde se hicieron las
colectas se encuentran entre los 600 y 950 msnm. Las dos cepas restantes (INA y OB), a las que
unicamente se les hizo la identificacion molecular, son recomendadas para combatir la roya en
cafetales de Costa Rica. A éstas dos ultimas cepas Unicamente se hizo la identificacion molecular.

Inicialmente se hicieron aislamientos directos haciendo un ligero toque continuo con una aguja
entre las pustulas de roya parasitadas y cajas Petri que contenian el medio de cultivo general Papa
Dextrosa Agar (PDA). Una vez que hubo crecimiento del hongo, se seleccionaron cultivos puros
libres de contaminantes. Después de 10 dias de crecimiento, se hicieron aislamientos
monospdricos mediante diluciones seriadas. Primero, se hizo una dilucion inicial de inéculo en
agua destilada estéril mas Tween 80 a una concentracion de 0.1%; seguido de diluciones hasta 10
® De las diluciones 10, 10° y 10 se tom6 0.1mL y fueron sembrados en PDA e incubados a 25—
28°C. Los medios fueron examinados 24 horas después de la siembra, luego dos veces diarias
hasta detectar las primeras colonias. Posteriormente se seleccionaron colonias individuales, las
cuales se consideraron provenientes de una sola espora; seguidamente, se re-aislaron en cajas Petri
con PDA.

2.2. ldentificacion molecular

Las cepas monosporicas de los diferentes materiales colectados fueron enviadas al Laboratorio de
Biologia Molecular de la Corporacién Bananera Nacional de Costa Rica (Corbana). Para la
secuenciacion de las muestras se realizd la extraccion del material genético segun el protocolo
descrito por Kuske et al. (1998) con modificaciones hechas por Corbana, seguido de una
amplificacion de la region ITS del gen 18 S. Los iniciadores utilizados para dicha amplificacion
fueron ITS1 e ITS4; la corroboracion de la amplificacion se hizo en un gel al 1% de agarosa. El
producto de la amplificacion se envié a la empresa Macrogen Inc. para su purificacion y
secuenciacion. Una vez generadas las secuencias se editaron con el programa BioEdit y se
compararon en la base de datos de NCBI (National Center for Biotechnology Information) y su
herramienta de Blast, asi como en la base de datos de RDP y su herramienta Classifier (Center for
Microbial Ecology, Michigan State University).
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2.3. Caracterizacion cultural

2.3.1. Macroscépica
Las caracteristicas macroscopicas de las cepas evaluadas a nivel de colonias fueron: color, forma,
elevacion y formacion de estrias. Para esto se hicieron observaciones en 10 colonias aisladas en
cajas Petri sobre el medio de cultivo PDA, de acuerdo a la metodologia descrita en el apartado 2.1.
Las observaciones fueron hechas cuando las cepas tenian 15 dias en incubacion a 25-28 °C.

2.3.2. Microscépica
Primeramente se determiné el tamafio de muestra para la medicién de conidios, lo cual se hizo
midiendo diferentes tamafios de muestra y calculando la desviacion estandar (DS) en cada uno
para observar el nimero de muestras al cual la DS se estabilizaba (Kranz 1988; Cortez et al. 2003).
En base a los resultados obtenidos (Figura 1), se hicieron mediciones de conidios en cinco
repeticiones (colonias monosporicas de cada cepa). En cada repeticion se midieron cuatro grupos
de conidios y en cada grupo se observaron 35 conidios. Las mediciones fueron hechas con una
camara OMAX ToupView®© x86, montada a un microscopio compuesto y previamente calibrada.
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Figura 1. Desviacion estandar de diferentes tamafios de muestra para tamafio de conidios de cepas
locales de hongos hiperparasitos asociados a H. vastatrix

(SR: Cepa proveniente de Santa Rosa, AQ: Aquiares, EC: CATIE, JV: Jabillos, SJ: San Juan Norte)
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2.4. Caracterizacion fisiologica

2.4.1. Crecimiento radial y produccion de conidios
Mediante la técnica de diluciones seriadas, cada cepa monospérica fue re-aislada y colocada en el
centro de una caja Petri que contenia PDA. Después de 10 dias de incubacién a 25-28°C y con la
ayuda de un vernier digital se promedio el diametro mayor y menor para obtener el crecimiento
radial.

Para estimar la produccion de conidios se tom6 un cm? de cada cepa monosporica y se diluyo en
10 mL de ADE mas Tween 80 al 0.1%. Después se colocd en bafio con ultrasonido por tres minutos
y luego se agit6 en un vortex durante un minuto. Finalmente se hizo el conteo de conidios con la
ayuda de una camara Neubauer. Tanto el crecimiento radial como el conteo de conidios se hicieron
para un total de 10 colonias por cepa.

Las cepas INA y C1 no fueron incluidas en la caracterizacion cultural ni en la fisioldgica;
Unicamente se incluyeron en la identificacion molecular con la finalidad de reforzar la
identificacion taxonomica.

2.5. Andlisis estadistico
El experimento se llevo a cabo con un Disefio Completamente al Azar, con 10 repeticiones de una
colonia para evaluar el crecimiento radial y cinco para evaluar el tamafio de conidios. El analisis
fue hecho mediante Modelos Lineales Generales y Mixtos con el paquete estadistico infostat (Di
Rienzo et al. 2016).

3. Resultados

3.1. Identificacion molecular
La identificacion de las cinco cepas locales de hongos asociadas al control bioldgico natural (CBN)
de H. vastatrix en la region cafetalera de Turrialba, Cartago, Costa Rica, mostré un 99% de
coincidencia con el género Simplicillium, a excepcion de la cepa EC que mostré un 98% de
identidad con este género. La cepa INA coincidi6 en un 99% con el género Simplicillium, mientras
que C1 fue identificada como Lecanicillium attenuatum (Cuadro 3).
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Cuadro 3. ldentificacion molecular de

asociados a H. Vastatrix

cepas locales y comerciales de hongos hiperparasitos

Organismos coincidentes | Confirmacion Organismos Coincidencia
Cepa RDP/UNITE (%) coincidentes NCBI (%)
EC Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 98
AQ Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
SR Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
SJ Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
JV Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
INA Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
C1 Lecanicillium spp. 95 Lecanicillium 99
attenuatum

3.2. Caracterizacion cultural

3.2.1. Macroscopica
Las diferencias méas notables entre las cepas estudiadas se observaron en el cambio de color que
se produjo en el medio de cultivo, observado por la parte inferior de la caja Petri. Las cepas JV y
SR presentaron color amarillo oliva, mientras que EC, AQ y SJ presentaron colores amarillo,
blanco y amarillo palido, respectivamente. El color blanco del micelio fue una constante para todas
las cepas, asi como también la forma (circular) y el borde (elevado) no varié entre cepas. Solo AQ
presento abundante formacion de estrias en el medio de cultivo durante el crecimiento (Cuadro 4);
incluso, estas en ocasiones podian notarse por la parte superior de la colonia (Figura 2).

Cuadro 4. Morfologia de cepas de Simplicillium spp. aisladas de pustulas de H. vastatrix

Cepa Color Notacion | Forma Borde Relieve | Formacién
arriba/abajo* Munsell* de estrias

EC Blanco/amarillo 2.5Y 7/8 | Circular | Completo Elevada | Baja
AQ | Blanco/blanco 5Y 8/2 Circular | Completo Elevada | Abundante
JV Blanco/amarillo 2.5Y 6/6 | Circular | Completo Elevada | Baja

oliva
SR Blanco/amarillo 2.5Y 6/6 | Circular | Completo Elevada | Baja

oliva
SJ Blanco/amarillo 2.5Y 8/4 | Circular | Completo Elevada | Baja

palido

*La anotacién del color de las colonias visto en la parte inferior de la caja Petri fue en base a la escala
Munsell (Munsell Color Company 1988).
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Figura 2. Colonias monosporicas de las cepas AQ (arriba) y EC (abajo), vistas por la parte superior
e inferior

3.2.2. Microscopica

3.2.2.1. Tamafo de conidios
Los resultados obtenidos demuestran que existe una diferencia significativa entre cepas (p <0.003)
para el tamafio de conidios. Las cepas EC, AQ y JV no difirieron estadisticamente entre si con
tamanos de 1.97, 1.94 y 1.88 um (DGC = 0.05). Estas cepas registraron valores superiores a las
cepas SR (1.75 um) y SJ (1.73 um) (Figura 3).
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Figura 3. Tamafo de conidios (um) de cepas locales de Simplicillium spp. asociadas al control
natural de H. vastatrix. Medias con misma letra son estadisticamente iguales (DGC=0.05)

(EC: Cepa proveniente de CATIE; AQ: Aquiares; JV: Jabillos SR: Santa Rosa; SJ: San Juan Norte)

3.2.2.2. Morfologia y disposicion de fidlides de Simplicillium

La divisién del género Verticillium hecha por Zare y Gams (2001; 2004) basada en estudios
sistematicos, separa los taxones formados por filides solitarias del género Lecanicillium y los
coloca dentro del género denominado Simplicillium. Al respecto, las caracteristicas microscopicas
observadas en este estudio, conidios elipsoidales (1.7 a 1.97um) contenidas en cabezas globosas
suspendidas de fialides solitarias y en ocasiones postradas (Figura 4), coinciden con lo mencionado
por los autores arriba mencionados, quienes también sefialan que algunas especies de Simplicillium
(ej. lanosoniveum) se asemejan a L. lecanii y L. muscarium pero puede ser diferenciada por el
tamafo de conidios y la ausencia de fidlides ramificadas en Simplicillium. Cortez et al. (2003)
registraron una variabilidad amplia del tamafio de conidios de diferentes aislamientos de L. lecanii
(1.2 — 10.8 um). En este estudio la diferencia maxima fue de 0.27 um. Por su parte, Gomez et al.
(2017) registraron tamafio de conidios de 1 a 3 um para una cepa del género Simplicillium aislada
de pustulas de roya en México.
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Figura 4. Fialides solitarias y conidios de Simplicillium sp. (cepa EC)

3.3. Caracterizacion fisiologica

3.3.1. Crecimiento radial
Se registro una diferencia estadisticamente significativa entre cepas en cuanto al crecimiento radial
a los cinco y diez dias de crecimiento en PDA (p < 0.0001). Las cepas que presentaron el mayor
crecimiento a los cinco dias fueron SJy EC con 18.9 y 18.39 mm, superiores a SR, AQ y JV con
16.44, 15.67 y 15.65 mm respectivamente, las cuales no difirieron estadisticamente. Después de
10 dias de crecimiento, los valores mas altos registrados fueron para las cepas SJ (36.1 mm) y EC
(33.5 mm), seguidas de AQ (28.8 mm). Las cepas con menor crecimiento fueron SR y JV con 26.8
y 25.7 mm, respectivamente. Lo anterior demuestra una amplia variabilidad dentro de este género
(Figura 5).
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Figura 5. Crecimiento radial (mm) de cepas locales de Simplicillium sp. asociadas al control
natural de H. vastatrix. Medias con la misma letra no difieren estadisticamente (LSD=0.05)

(SJ: Cepa proveniente de San Juan Norte; EC: CATIE; SR: Santa Rosa; AQ: Aquiares; JV: Jabillos)

3.3.2. Produccion de conidios

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la produccion de conidios entre las
cepas estudiadas (p < 0.0001). Las cepas SJ, JV y SR presentaron una mayor produccion de
conidios con valores de 1.4X107, 1.3X10" y 1.2X107, respectivamente. Las cepas SR y SJ fueron
las que registraron un menor tamafio de conidios (1.75y 1.73 um). Por el contrario, las cepas EC
y AQ cuyos tamafios de conidios fueron superiores (1.97 y 1.94 um), tuvo una produccion de
conidios significativamente inferior: EC produjo 6.8X10° conidios/cm? y AQ registré 4.4X10°
conidios/cm?; dichos valores no difieren estadisticamente (Figura 6).
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Figura 6. Produccion de conidios de cepas locales de Simplicillium sp. asociadas al control natural
de H. vastatrix. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (DGC=0.05)

(SJ: Cepa proveniente de San Juan Norte; JV: Jabillos; SR: Santa Rosa; EC: CATIE; AQ: Aquiares)

4. Discusion

Los resultados de este estudio difieren con las publicaciones que involucran el CBN de H. vastatrix
en Costa Rica, en donde constantemente se menciona al hongo L. lecanii como al principal
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enemigo natural de la roya del cafeto (Virginio Filho y Astorga 2015; Pico Rosado 2014; Canjura
et al. 2002), publicaciones hechas en base a datos obtenidos en la misma region que abarca el
presente estudio. Las posibles causas de la determinacion incorrecta del controlador natural de H.
vastatrix puede ser debida a la semejanza en apariencia del hongo al hiperparasitar a la roya, debido
a que tanto Simplicillium como Lecanicillium forman una capa blanca algodonosa. Aunado a lo
anterior, estos géneros comparten caracteristicas morfologicas lo cual conduce frecuentemente a
una incorrecta clasificacion (Lim et al. 2014).

Los resultados obtenidos son el primer reporte que evidencia al género Simplicillium como
controlador natural de H. vastatrix en Costa Rica. Lo anterior implica que para futuras
investigaciones relacionadas al CBN de H. vastatrix con el uso de hongos micoparasitos no se
debe asumir que los micoparasitos encontrados que crecen sobre H. vastatrix son, por defecto, L.
lecanii como se ha hecho hasta el momento. De igual manera, no es recomendable que el control
bioldgico inducido de H. vastatrix sea con base en cepas introducidas del género Lecanicillium.
Es importante mencionar que la cepa INA proveniente de un centro de capacitacion y transferencia
de tecnologia de Costa Rica es distribuida como Lecanicillium cuando en el presente estudio se
determind que pertenece al género Simplicillium, por lo que posiblemente este género predomina
como controlador natural de H. vastatrix en Costa Rica.

En un estudio realizado por James et al. (2016), el cual comprendid el analisis molecular de discos
de hoja con pustulas de roya provenientes de México y Puerto Rico, se enlista a Simplicillium
dentro del complejo de posibles micoparasitos de la roya en Puerto Rico, no asi en México.
También mencionan que ademas de la alta diversidad de hongos presentes en una pequefia
superficie de hoja (28 mm?), las condiciones propias de cada regidn propician comunidades
diferentes de hongos; por ejemplo, en México no se detectd Simplicillium como micoparasito de
H. vastatrix.

Como contraparte, Gomez et al. (2017) después de aislar y evaluar el efecto del control de
diferentes cepas de hongos micoparasitos en pustulas de roya, determinaron que el hongo
Simplicillium fue el que presenté los mejores niveles de parasitismo. Por lo tanto, la correcta
identificacion de micoparasitos asociados al CBN de H. vastatrix deberia ser el punto de partida
para futuras investigaciones y referencia a la hora de seleccionar métodos de produccion masiva
de dichas cepas, que si bien pueden adaptarse a los métodos utilizados para Lecanicillium, podrian
requerir de ajustes en los procesos de produccién como las especies identificadas en este estudio.

La caracteristica cultural con mayor variacion entre cepas fue el color de las colonias visto por la
parte inferior de la caja Petri. Una explicacion para esto podria ser la formacién de estructuras de
resistencia sumergidas en el medio de cultivo, aspecto visto por Inderbitzin et al. (2011) en
especies de Verticillium. Las observaciones realizadas de esta caracteristica a los 15 dias de
crecimiento sugieren que las cepas JV y SR tienden a formar estructuras de resistencia en menor
tiempo ya que el cambio de coloracion del micelio sumergido presentd un cambio de blanco a
amarillo oliva en el periodo de incubacién. Observaciones similares fueron hechas por Cortez et
al. (2003) en aislamientos de Lecanicillium (género relacionado con Simplicillium).
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La tendencia de cepas que tienden a crear estructuras de resistencia en menor tiempo puede ser la
respuesta de un menor crecimiento radial de las mismas, tal y como se observa en los resultados
aqui obtenidos, donde las cepas JV y SR presentaron los valores més bajos de crecimiento (Figura
5). Tambien, los cambios de color en el medio de cultivo pueden ser debidos a la capacidad de
produccién de metabolitos secundarios (VanderMolen et al. 2013). Respecto a la capacidad de
produccion de conidios de Simplicillium, la informacion es muy limitada por lo que las
comparaciones de momento deben ser hechas con taxones relacionados como Verticillium o
Lecanicillium.
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Capitulo I11. Medios liquidos para produccion de blastosporas de Simplicillium sp. (Zimm.)

Resumen

Se evaluaron cuatro medios de cultivo liquidos para la produccion de blastosporas de Simplicillium
sp. Para dos de estos medios (BS y BQ) se utilizaron ingredientes disponibles en supermercados o
tiendas locales, como fuentes de carbono y nitrégeno. Estos tratamientos fueron comparados con
un medio a base de neopeptona, dextrosa y extracto de levadura (medio MB) y con el medio
Jackson (2003) como cuarto tratamiento. La produccion de blastosporas de Simplicillium fue
afectada por los diferentes medios evaluados a través del tiempo (p < 0.0001). En general, los
medios BQ y BS registraron una mayor produccion de blastosporas. La curva de produccion en
estos dos medios tuvo un comportamiento muy similar. El valor maximo de produccién de
blastosporas para BS y BQ fue el dia 14 después de la inoculacion; la produccion maxima de BQ
fue superior alcanzando 1.2X10® blastosporas/mL, mientras que el de BS fue de 4.8X10’. El pico
de produccidn de estos medios se alcanzo 6 dias después que el del medio Jackson y 9 dias después
que el del medio MB; en el periodo que estos dos Ultimos medios alcanzaron la méxima
produccion, los medios propuestos rindieron 100 veces mas que el medio MB y 10 veces mas que
el medio Jackson. La diferencia mas notable se observé entre el medio BQ y el medio MB, donde
el primero produjo 1000 veces mas que el segundo.

Palabras clave: micoparésitos, blastosporas, fermentacion liquida, Simplicillium

1. Introduccidén

La factibilidad de utilizar hongos entomopatogenos (HE) para el control de organismos dafiinos
depende de muchos factores; uno de ellos es la produccidn de propagulos en altas concentraciones
de manera econdémica (Jaronski et al. 2007; Latifian et al. 2013). La formulacién de medios de
cultivo para la produccion masiva de hongos entomopatdgenos debe contener el balance de
nutrientes necesarios para el desarrollo 6ptimo de estos (Jackson et al. 1997). Actualmente, la
produccién de HE se realiza de manera artesanal, utilizando arroz como sustrato el cual es
inoculado con una suspensién de conidios de la cepa del hongo a producir. Este método por lo
general lo utiliza el productor en su finca y pequefios comercializadores de insumos bioldgicos
para el manejo de problemas fitosanitaros en los cultivos. También hay produccién de manera
semiindustrial e industrial con métodos mas sofisticados utilizados por compafiias desarrolladoras
de bioplaguicidas. Cualquiera que sea el método utilizado puede obtener un producto final de
buena calidad; la diferencia principal entre sistemas de produccion radica en los volumenes de
produccién (Monzon 2001). Los sistemas de produccion de HE son por medio de fermentacion
liquida para la obtencion de blastosporas o por fermentacion sélida para la produccion de conidios;
sin embargo, las técnicas de produccion masiva mas viables incluyen la produccion bifasica, donde
inicialmente la propagacion es en medio liquido y después el indculo obtenido se siembra sobre
sustratos solidos para la obtencidn de conidios (Sahayaraj y Raja 2008).
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L. lecanii y B. bassiana son organismos facultativos, lo cual permite producirlos masivamente en
diferentes sustratos (Prasad y Pal 2014). L. lecanii puede ser facilmente reproducido en la mayoria
de medios solidos agarizados que contienen papa-dextrosa, extracto de malta méas peptona
micoldgica, harina de avena, quitina o leche descremada. De esta forma se pueden obtener
rendimientos de 1.4 x 107 conidios/cm? (0.5-2 x 10° conidios/caja Petri). Dentro de los sustratos
solidos mayormente usados para la produccion de estos y otros HE se encuentra el arroz (Elosegui
2006; Cdrtez 2007), aungue se pueden utilizar otros granos como avena, maiz y sorgo. Al respecto,
Sahayaraj y Raja (2008) evaluaron seis cereales como medios sélidos y cuatro medios liquidos en
la produccion de B. bassiana, Paecilomyces fumosoroseus y V. lecanii. El cereal que produjo la
mayor cantidad de conidios de B. bassiana fue el trigo mientras que para P. fumosoroseus y V.
lecanii los mejores resultados se obtuvieron con granos de sorgo. En cuanto a los medios liquidos,
el agua de coco fue el que presentd una mayor produccién de blastosporas para los tres
entomopatogenos. Por otra parte, Reyes et al. (2014) evaluaron 13 medios de cultivo liquidos en
la produccién de conidios en dos cepas de L. lecanii, el mejor resultado se obtuvo con el medio
SDA suplementado con polvo de camardn, con un rendimiento superior a 5x10° conidios/mL.

Considerando la ausencia de informacion en la literatura sobre el comportamiento reproductivo
del micoparasito del género Simplicillium encontrado creciendo sobre pulstulas de H. vastatrix en
Costa Rica, el objetivo de este trabajo fue evaluar su crecimiento en diferentes medios liquidos de
cultivo y determinar su capacidad para producir blastosporas bajo estas condiciones de
crecimiento, y generar curvas de concentracion en el tiempo para determinar el momento en el que
alcanza su pico de produccion.

2. Materiales y métodos

2.1. Cepay obtencion de inoculo inicial
La cepa de Simplicillium sp. utilizada en este experimento fue aislada de pustulas de roya del café
(Hemileia vastatrix) en la zona cafetalera de Turrialba, Costa Rica y codificado con las siglas EC.
Esta cepa mostré un alto grado de virulencia hacia H. vastatrix (Capitulo IV) en pruebas realizadas
sobre discos de hoja. La cepa se conserva en el Laboratorio de Control Microbial del Centro
Agronémico Tropical de investigacion y Ensefianza (CATIE), utilizando el método de papel filtro
(Morales 2008).

Para la prueba de crecimiento en medios liquidos, la cepa EC fue reaislada de la coleccion en papel
filtro y sembrada en medio Papa Dextrosa Agar (PDA); posteriorme se obtuvieron colonias
monosporicas de 10 dias de edad de las cuales se generd el indculo inicial para ser utilizado en
los medios de cultivo evaluados.

2.2. Composicion de medios y criterios de seleccion de nutrientes
Se utilizé un total de cuatro medios liquidos para esta prueba: medio Jackson (MJ), medio base
(MB), medio bayfolan-Soya (BS) y medio Bayfolan-Quitina (BQ).
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MJ: el medio de cultivo propuesto por Jackson et al. (1997) fue utilizado como control ya que en
trabajos publicados por el autor, se indican altas concentraciones de blastosporas de Pacecilomyces
fumosoroseus. Este medio fue utilizado con las modificaciones hechas por Reyes et al. (2014) para
la produccion de L. lecanii.

MB: este es un medio comUnmente usado para la produccién bifésica de hongos filamentosos,
como Beauveria bassiana y Metarhizium anisipliae en el Laboratorio de Control Microbial del
CATIE. Contiene neopeptona, dextrosa y extracto de levadura a razén de 20, 40 y 10 g/l
respectivamente.

BS: el medio fue desarrollado por Hidalgo et al. (2005) en una investigacion para desarrollar
medios liquidos de bajo costo para la induccion de blastosporas en cultivos sumergidos de hongos
filamentosos. La combinacion de harina de soya (SOYASAN®), sacarosa y Bayfolan ® como
fuente de nitrogeno dieron los mejores resultados en este estudio alcanzando concentraciones de
1.5x10°8 blastosporas/mL.

BQ: el cuarto tratamiento (BQ) fue una modificacion del medio BS. La modificacion consistio en
la adicion de 5 g/L de quitina coloidal. La relacion carbono nitrégeno para los dos medios
alternativos propuestos fue de 1:2. El criterio de seleccion de fuentes de carbono y nitrogeno fue
hecho con base en estudios previos realizados por Hidalgo et al. (2005) sobre Trichoderma,
Cylindrocarpon y Clonostachys.Con dichas fuentes se obtuvo la mejor produccién de blastosporas
de estos hongos.

La composicion de los medios evaluados se observa en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Composicién de los medios liquidos evaluados en la produccion de blastosporas de
Simlicillium sp.

Componentes g/L Medio
Jackson MB BS BQ
KH2PO4 2.0
MgSO;-7H20 0.3
FeSO,4 -7H20 0.05
MnSQO4-H20 0.016
ZnS04-7H20 0.014
CoClz-6H20 0.036
CaCl2 0.4
Dextrosa 80 40
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Caseina hidrolizada 13.2

Vitaminas! 3.15

Neopeptona 10

Extracto de levadura 2.0

Sacarosa 7.5 75

BayfolanMR 54.6 54.6

Soya (SOYASANMR) 10 10

Quitina coloidal 5

Vitaminas *

*Palmitato de vitamina A 2,500 1U/mL, colecalciferol 667 IU/mL y &cido ascorbico50 mg/mL

2.3. Preparacion e inoculacion de medios

Los medios fueron preparados en agua destilada estéril de acuerdo a las concentraciones descritas
en la seccion 2.2; posteriormente fueron autoclavados a 120°C durante 15 minutos. Una vez
autoclavados se vertieron 50 mL en Erlenmeyer con capacidad de 125 mL. Posteriormente se hizo
un raspado de micelio de Simplicillium de 10 dias de crecimiento sobre PDA, se prepard una
suspension filtrada de esporas y se estimd la concentracion de conidios en camara Neubauer. Los
frascos que contenian los diferentes medios fueron inoculados para una concentracion inicial de
1X10° conidios/50 mL de medio. Una vez inoculados, los frascos fueron sellados con papel
aluminio estéril y sobre este papel celofan.

2.4. Condiciones de cultivo y toma de datos
Los frascos que contenian los medios de cultivo fueron colocados sobre un agitador orbital (VWR
Scientific Products — USA) a 150 rpm a una temperatura que fluctué de 25 a 28°C. Cada 24 h
después de la inoculacion se tomaron muestras de cada uno de los medios utilizando una pipeta
Pasteur previamente esterilizada para cargar la cdmara Neubauer y determinar la concentracion de
blastosporas.

2.5. Disefio y analisis estadistico
El experimento se llevd a cabo con un disefio completamente al azar con cinco repeticiones; cada
repeticion consistio de un Erlenmeyer los cuales fueron puestos aleatoriamente en el agitador
orbital. EI anélisis fue hecho mediante Modelos Lineales Generales y Mixtos con el paquete
estadistico Infostat (Di Rienzo et al. 2016). La variable respuesta (no. de blastosporas) se
transformd al logaritmo natural. Finalmente se hicieron analisis de conglomerados para ajustar el
mejor modelo.
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3. Resultados

La produccion de blastosporas de Simplicillium fue afectada por los diferentes medios evaluados
a través del tiempo (p < 0.0001). En general, los medios BQ y BS registraron una mayor
produccion de blastosporas. Los valores mas bajos se observaron en el medio MB durante todas
las mediciones, aunque este fue el Gnico tratamiento que presentd produccién de blastosporas 24
h después de la inoculacion. La mayor cantidad de blastosporas en el medié MB se registré al dia
cinco, la cual fue una produccion baja (7.8X10°%) en comparacion con los otros medios estudiados.

El valor méas alto en el MJ fue registrado durante los dias ocho y nueve después de la inoculacion.
La produccion en estos dias fue de 5.5X10° y 5.8X10° respectivamente, dichos valores no
difirieron estadisticamente (DGC=0.05). Este medio fue superior al medio MB pero inferior a BS

y BQ.

La curva de produccion de blastosporas en los medios BS y BQ tuvo un comportamiento similar,
durante los primeros cinco dias de observaciones hubo diferencias unicamente a los tres y cuatro
dias después de la inoculacién; posteriormente mantuvieron valores iguales hasta el dia 13. El
valor maximo de produccién de blastosporas para ambos medios fue el dia 14, donde BQ fue
superior alcanzando 1.2X108 esporas/mL, mientras que el valor maximo para BS fue de 4.8X10".
Dichos valores fueron estadisticamente diferentes (DGC p=0.05). A partir de este punto, la
produccion de blastosporas no difirié dentro de cada uno de estos medios respecto al tiempo,
aunque la diferencia permanecio entre medios durante las ultimas observaciones (Figura 7).
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Figura 7. Produccidn de blastosporas (variable transformada a logaritmo natural) de Simplicillium
en diferentes medios de cultivo. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes
(DGC=0.05).

(BQ: bayfolan quitina; BS: bayfolan soya; Jackson; Jackson MB: Medio base)

4. Discusion

Los medios alternativos propuestos (BS y BQ) fueron los que registraron mayor produccion de
blastosporas. Si bien el pico de produccidn en estos medios se alcanzo seis dias después en MJ y
nueve dias en MB, en el periodo en el que MJ y MB alcanzaron la maxima produccion, los medios
BS y BQ rindieron 100 veces méas que el medio MB y 10 veces mas que el MJ.

La diferencia mas notable se dio entre los medios BQ y MB, donde el primero produjo 1000 veces
mas que el segundo. ElI medio MB indujo un rapido inicio en la produccion de blastosporas, 24
horas después de la inoculacion, pero después disminuyd significativamente su concentracion para
iniciar un nuevo ciclo de produccién. Este comportamiento irregular de este medio durante las
primeras tres fechas de observacion puede ser debido al tiempo que las blastosporas tardaron en
separarse de los cuerpos hifales formados al segundo dia de produccién y a su rapida germinacion
s en este medio. La curva de produccion de los tres tratamientos restantes inicié el crecimiento
exponencial a partir de las 48 horas despuées de la inoculacion. La caida de produccion de
blastosporas fue en menor tiempo para MB (6 dias después de la inoculacién) y para MJ (10 dias
después de la inoculacion), teniendo estos una fase estacionaria corta. Dicha fase fue mas
prolongada en los medios BS y BQ, de manera que 19 dias después de la inoculacién la produccion
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de blastosporas siguié mostrando valores estadisticamente iguales al mayor pico de produccion
para ambos medios (Figura 7).

La adicién de quitina coloidal al medio BQ mejoro la produccion de blastosporas. Al respecto,
Reyes et al. (2014) evaluaron 13 medios de cultivos y aquel al que se afiadio residuos de camaron
(usado comUnmente para extraccion de quitina) favorecio la esporulacién de L. lecanii, taxon
relacionado con el género Simplicillium (Zare y Gams 2001). Lo anterior indica que la quitina, al
ser un compuesto que esta presente en la pared celular de hongos y exoesqueletos de insectos
(Barboza et al. 2008), puede servir como un estimulante en la produccion de HE como L. lecanii
0 micoparéasitos como Simplicillium. Hegedus et al. (1990) mencionan que debido a la lisis de la
quitina se forma el mondmero N-acetil-glucosamina, el cual es usado como fuente de nitrégeno y
carbono. Adicionalmente, los medios propuestos contienen minerales que pudieron haber
favorecido su desempefio respecto a los otros.

Es importante mencionar que se carece de reportes previos referentes a la fermentacion de
Simplicillium en medios liquidos, por lo que estos primeros resultados contribuyen con
conocimiento base para futuros trabajos de investigacion enfocados a la produccion masiva y uso
de este hongo como una opcidn para el manejo de la roya del café.
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Capitulo IV. Eficacia de cepas locales y comerciales de Simplicillium spp. en el control de la
roya del cafeto Hemileia vastatrix Berkeley y Broome

Resumen

La roya (Hemileia vastatrix) es la enfermedad del café de mayor importancia econdémica al punto
que puede ocasionar pérdidas de produccion superiores a 50%. La informacion sobre préacticas de
control bioldgico aplicado para controlar la roya del café en Costa Rica es limitada. El estudio tuvo
por objetivo seleccionar una cepa local de Simplicillium con alto grado de virulencia, asi como
evaluar la eficiencia de cepas comerciales de micoparasitos destinados al control de H. vastatrix
en Costa Rica y determinar el efecto de esporas aéreas y sumergidas de la cepa seleccionada. El
estudio comprendi6 ocho cepas de hongos, cinco de ellas fueron aisladas de la zona cafetalera de
Turrialba, dos biofungicidas comerciales y un artesanal recomendados para combatir la roya en
cafetales de Costa Rica. La cepa EC mostré ser la mas efectiva, al colonizar en menor tiempo las
pustulas de roya. Esta cepa fue comparada con formulados comerciales después de dos pases
sucesivos en PDA y de haberla almacenado en papel filtro. Los aislamientos locales presentaron
un mayor grado de especificidad al resto de las cepas. La cepa artesanal a base de Simplicillium
(mismo género que cepas locales) fue mas efectiva que las comerciales. Esporas aéreas y
sumergidas de Simplicillium tuvieron el mismo grado de control en pustulas de roya. Los
resultados obtenidos en campo no aumentaron significativamente el porcentaje de parasitismo
respecto al control natural. Durante el 2017, la incidencia de roya en la parcela donde se llevé a
cabo el ensayo fue baja. EI nimero de lesiones de roya por hoja no fue perceptible y por ende el
efecto del parasitismo de Simplicillium sobre estas se vio “diluido”. Estos son los primeros
resultados que anteponen a Simplicillium como el principal enemigo natural de H. vastatrix en
Costa Rica.

Palabras clave: Aislamientos locales, porcentaje de colonizacion, micoparasitos

1. Introduccion

Dentro del complejo de enfermedades que atacan al cultivo de café, la roya (Hemileia vastatrix)
es de las de mayor importancia econdémica, puede ocasionar pérdidas de produccion superiores a
50% (Haddad et al. 2009; Suresh et al. 2012). El brote mas perjudicial de roya en Centroamérica
ocurrié en el ciclo 2012-2013, cuando las pérdidas estimadas fueron superiores a US$499
millones, razon por la cual varios paises consideraron el hecho como una emergencia nacional
(Promecafe e 1ICA 2013).

Cuando un organismo micoparasito se encuentra regulando a un fitopatdgeno de manera natural,
debe ser aislado y evaluado como agente de control (Campbell 1990). Tal es el caso del hongo,
con apariencia algodonosa, que frecuentemente aparece parasitando a la roya del café y el cual se
conoce como L. lecanii (Monzon 1992; Canjura et al. 2002; Vandermeer et al 2009; Rivillas 2015;
Pérez 2015). Los datos obtenidos en el estudio del Capitulo 11, demuestran que en cafetales de la
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region de Turrialba, Cartago, Costa Rica, el principal enemigo natural de H. vastatrix es el hongo
Simplicillium, taxon relacionado con Lecanicillium (Zare y Gams 2001). Asi pues, una vez
realizada la correcta identificacion es necesario la evaluacion in vitro para seleccionar cepas de
mayor virulencia hacia H. vastatrix.

Estudios previos han demostrado que el control bioldgico de H. vastatrix puede ser una técnica
factible y ambientalmente segura para el control de la enfermedad; Monzon (1992) al evaluar
Verticillium para el control de la roya a nivel de laboratorio demostré que la germinacion de
uredosporas se reduce hasta un 80%. Vélez y Rosillo (1995), también con aplicaciones de una cepa
de V. lecanii registraron un retraso en el periodo de incubacion de H. vastatrix y en la reduccion
de la incidencia total de la enfermedad por planta. Por su parte, Haddad et al. (2009) documentaron
el uso de bacterias como una técnica promisoria para el control bioldgico de H. vastatrix.

Actualmente, el manejo de la roya en Costa Rica esta enfocado en el uso de fungicidas protectantes
(a base de cobre) y fungicidas sistémicos pertenecientes a la familia de los triazoles principalmente
(los efectos indeseables de estas acciones de manejo son bien conocidos), ademas de préacticas
culturales como la poda, el manejo de la sombra y el uso de variedades resistentes (Avelino et al.
2004; Barquero 2013). Si bien el uso de variedades resistentes es una préctica promisoria para
mitigar la enfermedad, la variedad genética de la roya disminuye el tiempo de resistencia inicial
(Gouveia et al. 2005). Como contraparte, existen enemigos naturales de H. vastatrix que regulan
su incidencia y severidad (Guharay et al. 2001); como por ejemplo, los hongos Lecanicillium
lecanii y Cladosporium hemileia. También es comun encontrar larvas de Mycodiplosis sp.
alimentandose de pustulas de roya (Virginio Filho 2017). Desafortunadamente la informacién
sobre précticas de control bioldgico aplicado para controlar la roya del café en Costa Rica es
limitada.

Por otra parte, se ha demostrado que en algunos casos las esporas sumergidas (blastosporas) de
algunos hifomicetos producidas en medios liquidos son mas virulentas que esporas aéreas (Lacey
et al. 1999). También, los medios de cultivo liquidos poseen muchas ventajas comparados con
medios de cultivo sélidos (Jackson 2000). Se carece de informacion sobre el efecto de aplicaciones
de esporas aéreas o sumergidas controladoras de la roya del cafeto.

El estudio tuvo por objetivo seleccionar una cepa local de Simplicillium con alto grado de
virulencia, evaluar la eficiencia de cepas comerciales de micoparéasitos destinados al control de H.
vastatrix en Costa Rica y comparar el efecto de esporas aéreas frente a esporas sumergidas en el
control de roya.

2. Materiales y métodos

El trabajo comprendio dos experimentos. El primero buscé seleccionar la mejor de cinco cepas
locales aisladas de pustulas de roya en la region de Turrialba, Cartago, Costa Rica y comparar el
grado de control que ejerce esta cepa frente a bioplaguicidas destinados al control de roya en este
pais. Ademas de las cepas comerciales, cepa artesanal y la mejor cepa local, se incluyd una variante
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de esta Gltima después de haber sido conservada durante un mes por el método de papel filtro
(Morales 2008), con la finalidad de observar pérdida de virulencia debida al sometimiento de
deshidratacion al final del proceso (codificada como EC1). Un segundo experimento consistié en
medir el efecto de conidios y blastosporas de la mejor cepa local seleccionada sobre la colonizacion
de lesiones de H. vastatrix. Ambos experimentos se llevaron a cabo sobre discos de hoja de café
infectados con roya. En los siguientes apartados se detallan los procesos metodol6gicos.

2.1. Bioensayos de cepas locales y comerciales

2.1.1. Aislamiento e identificacion de cepas locales y comerciales

Los aislamientos se hicieron durante los meses de octubre y noviembre del 2015, para lo cual se
colectaron hojas de plantas de café con lesiones de roya en estado avanzado y con presencia de
hongos parasitos. El estudio comprendié ocho cepas de hongos, cinco fueron aisladas de la zona
cafetalera de Turrialba, Cartago, Costa Rica en las localidades de San Juan Norte (SJ), Jabillos
(JV), Aquiares (AQ), Santa Rosa (SR) y CATIE (EC); las parcelas donde se hicieron las colectas
se encuentran entre los 600 a 950 msnm. Las tres cepas restantes (INA, C1 y C2) corresponden a
productos recomendados para combatir la roya en cafetales de Costa Rica.

Inicialmente se hicieron aislamientos directos de las diferentes cepas mediante un ligero toque
continuo con una aguja entre las pustulas de roya parasitadas y cajas Petri que contenian el medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA). Una vez que hubo crecimiento del hongo, se seleccionaron
cultivos puros libres de contaminantes. Después de 10 dias de crecimiento, se hicieron aislamientos
monospadricos mediante diluciones seriadas; primeramente se hizo una dilucién inicial de inéculo
en agua destilada estéril mas Tween 80 a una concentracion de 0.1%; después se hicieron
diluciones hasta 10°®; de las diluciones 10, 10° y 10 se tomaron 0.1mL que fueron sembrados
en PDA e incubados a 25-28°C. Los medios fueron examinados constantemente hasta detectar las
primeras colonias y se seleccionaron aquellos con menor nimero de ufc las cuales se consideraron
provenientes de una sola espora. Seguidamente se re-aislaron colonias individuales en cajas Petri
con PDA. Cultivos monosporicos fueron enviados al laboratorio de biologia molecular de la
Corporacion Bananera Nacional (Corbana) en Guapiles, Limon, Costa Rica. El producto de la
amplificacion se envid a la empresa Macrogen Inc. para su purificacion y secuenciacion; una vez
generadas las secuencias se editaron con el programa BioEdit y se compararon en la base de datos
de NCBI (National Center for Biotechnology Information).

2.1.2. Colecta de pustulas de roya y preparacion de discos de hoja
Inicialmente se hicieron colectas de hojas completamente desarrolladas y con presencia de pastulas
de roya en sus diferentes estados de desarrollo y sin presencia de hongos micoparasitos;
posteriormente las hojas fueron llevadas a laboratorio en donde con la ayuda de un sacabocado de
1.8 cm de didmetro se extrajeron discos de hoja conteniendo pustulas de roya con lesiones recién
esporuladas de color naranja intenso (estado intermedio) y lesiones completamente desarrolladas
con apariencia naranja palido (estado avanzado). Una vez hechos los discos de hoja se colocaron
en placas multipozos CELLSTAR® de seis cavidades donde previamente a cada cavidad se le
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agregaron 5 mL de agua destilada estéril (ADE) y sobre esta un disco de Foam de 2.5 cm de
diametro. Finalmente, los discos de hoja quedaron sobre los discos de Foam flotando en ADE.
Previamente se inocularon con una suspension de esporas de las diferentes cepas como se describe
en el siguiente apartado.

2.1.3. Método y dosis de aplicacion

Cajas Petri con colonias monosporicas de 15 dias de edad de las diferentes cepas fueron inundadas
con ADE, seguido de un raspado con una espatula Drigalsky hasta separar completamente el
micelio del medio de cultivo; el supernatante obtenido fue recuperado en viales de vidrio, los
cuales se colocaron en bafio ultrasonido por tres minutos y luego se agit6é en un vortex durante un
minuto. Posteriormente se hizo un filtrado para separar conidios de micelio, y después se hicieron
diluciones seriadas hasta obtener concentraciones que permitieran un conteo de esporas con la
camara Neubauer. Una vez determinado el nimero de esporas contenido en la suspension inicial,
se ajustd a una concentracion final de 1x107 conidios/mL (dosis empleada).

La cepa C2 venia en una presentacion de polvo humectable, mientras que INA y C1 fueron
producidas en arroz, de modo que para la estimacion de la concentracion de esporas primero se
tomo un gramo de producto que fue suspendido en 10 mL de ADE, después se hizo una filtracién
para eliminar inertes de mayor tamario; posteriormente se hicieron diluciones seriadas, conteo en
camara Neubauer y por Gltimo se ajustd a la misma dosis de las cepas locales en base al porcentaje
de viabilidad de cada producto (Capitulo I).

La inoculacién de esporas sobre los discos de hoja con roya fue realizada con la ayuda de un
atomizador Devilviss Modelo 15-RD. Una vez hecha la aplicacion, se dejo pasar el tiempo
necesario para que estos perdieran la humedad obtenida durante la inoculacién para luego ser
puestos en las placas multipozos como se describe en el apartado anterior.

2.1.4. Medicidn de la variable respuesta
La variable medida fue el porcentaje de colonizacion de las cepas sobre las pustulas de H. vastatrix.
Las mediciones se hicieron cada 24 horas hasta siete dias después de la inoculacion. Para la
estimacion del porcentaje diario de colonizacion fue necesario tomar fotografias diarias
individuales (a cada disco de hoja) para después hacer un procesamiento con el cambio de colores
con la ayuda del programa ImageJ 1.47v (Rasband 2016).

2.1.5. Disefo y analisis estadistico
El experimento tuvo 10 repeticiones cada una de las cuales consistio de dos placas multipozos.
Cada placa contenia seis discos de un mismo estado de desarrollo de la roya (intermedio o
avanzado); cinco de estos discos fueron inoculados, cada uno con una cepa diferente, de manera
tal que un sexto disco fue usado como testigo sin inoculacion. El andlisis fue hecho mediante
Modelos Lineales Generales y Mixtos con el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al. 2016).
Se ajustaron curvas de crecimiento sujeto especificas exponenciales y logisticos, utilizando
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modelos no lineales mixtos; el modelo que describié mejor las curvas de crecimiento fue elegido
utilizando los criterios AIC y BIC. Para observar diferencias en porcentaje de colonizacion de las
diferentes cepas se utilizaron Modelos Lineales Mixtos donde la variable respuesta fueron los
valores de los parametros de los modelos logisticos especificos para ambos experimentos; después
de ajustados los modelos se realizd un ANOVA para los coeficientes.

2.2. Eficacia de conidios y blastosporas de Simplicillium colonizando pustulas de roya -
Bioensayos

Se evaluaron dos tratamientos: blastosporas y esporas aéreas (conidios); ambos tipos de esporas
fueron aplicadas a pustulas de roya en estado de desarrollo intermedio y avanzado. Un tercer
tratamiento fue un testigo absoluto en donde Unicamente se aplico agua destilada estéril a ambos
estados de desarrollo de roya. La cepa de Simplicillium utilizada en este experimento fue la que
presentd mejores resultados en el experimento de colonizacion de pdstulas de H. vastatrix;
actualmente se encuentra en el Laboratorio de Control Microbial del Centro Agronémico Tropical
de investigacion y Ensefianza (CATIE) conservada por el método de papel filtro (Morales 2008).

2.2.1. Produccion de conidios
La cepa seleccionada previamente fue reaislada del papel filtro y sembrada en medio PDA,;
posteriormente se obtuvieron colonias monospdéricas de 15 dias de edad, de las colonias se
obtuvieron los conidios a utilizar y ademas fueron la fuente de indculo para el medio de cultivo
utilizado para producir blastosporas, cuyo proceso se detalla en el siguiente apartado.

2.2.2. Produccion de blastosporas
El medio utilizado contenia como fuentes alternas de carbono y nitrégeno sacarosa comercial y el
fertilizante foliar Bayfolan® (Bayer), a concentraciones de 7.5 g y 54.6 mL/L, respectivamente; 10
g/L de soya (SOYASANR) y 5 g/L de quitina coloidal, para obtener una relacion carbono:nitrégeno
1:2. Frascos Erlenmeyer con capacidad de 125 mL que contenian el medio de cultivo fueron
colocados sobre un agitador orbital (VWR Scientific Products — USA) a 150 rpm a temperatura
entre 25 y 28°C. El tiempo total de fermentacion bajo estas condiciones fue de 10 dias.

2.2.3. Meétodo y dosis de aplicacion
Una vez que el medio tenia 10 dias de fermentacion, se prepard un filtrado del mismo.
Seguidamente fueron hechas diluciones seriadas hasta obtener concentraciones que permitieran el
conteo de blastosporas. Después y con la ayuda de una camara Neubauer se determiné el nimero
de esporas contenido por mililitro de medio de cultivo y, finalmente, se ajustd a una concentracion
de 1x107 blastosporas/mL (dosis empleada). La aplicacion de esporas fue realizada bajo la misma
metodologia descrita en el experimento anterior.
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2.2.4. Medicion de la variable respuesta
La variable y metodologia usada para esta medicion fue la misma que se realizd en el primer
experimento.

2.2.5. Disefo y analisis estadistico
El experimento constd de 10 repeticiones, cada una de las cuales constaba de dos placas multipozos
(seis cavidades) de tal manera que en cada placa se colocaron seis discos de hoja, tres con pustulas
de H. vastatrix en estado de desarrollo intermedio y tres en estado avanzado. A cada estado de
desarrollo se le aplico el tratamiento correspondiente (conidios, blastosporas o0 ADE). El analisis
de datos se realiz6 mediante Modelos Lineales Generales y Mixtos con el paquete estadistico
Infostat (Di Rienzo et al. 2016).

2.3. Eficacia de conidios y blastosporas de Simplicillium en el control de roya — fase de
campo
La evaluacion se hizo durante los afios 2016 y 2017. En el primer afio se evaluaron tres
tratamientos: aplicacion de conidios de Simplicillium sp., aplicacion de blastosporas de
Simplicillium sp., aplicacion de un biol. Un cuarto tratamiento consistio de un testigo sin
aplicacion. En el segundo afio solo se midio el efecto de conidios y blastosporas.

2.3.1. Ubicacion
El estudio se llevo a cabo en una plantacion de café de la variedad Caturra ubicado en el CATIE
con una densidad de 5000 plantas/ha distanciadas dos metros entre hileras y un metro entre plantas.
La plantacion esta bajo sombra proporcionada por arboles de cashd (Abarema idiopoda). La
temperatura promedio registrada en el area de estudio durante los Gltimos afios ha sido de 22.4°C
y 90.6% de humedad relativa.

2.3.2. Meétodo y dosis de aplicacion

La aplicacion fue hecha con una aspersora manual con una capacidad de 20 L y boquilla tipo D-1.
La aspersion se hizo cubriendo el total del follaje de las plantas de café. La dosis de aplicacién de
conidios y blastosporas de Simplicillium fue de 1X107; en todos los casos se adiciond Tween 80 a
0.1% como dispersante y NufilmMR a razon de 1 mL/L. Previamente fueron hechas pruebas de
germinacion de esporas. La dosis del biol evaluado fue de 1 L/20 L de agua, dosis usada por los
productores. La aspersora se calibré para una aplicacién de un volumen total de agua de 80
mL/planta.
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2.3.3. Disefo y andlisis estadistico

El experimento se establecio bajo un disefio completamente al azar. Cada tratamiento consté de
cinco repeticiones, cada una conformada por nueve plantas que fueron asperjadas completamente
de acuerdo al tratamiento y bajo la metodologia expuesta en el apartado anterior. Las
observaciones se realizaron en el 2016 directamente en la planta del centro de cada repeticion,
tomando tres bandolas de la parte baja, centro y alta de la planta. En el 2017 se tomaron fotografias
en el total de hojas de cada bandola. Seguidamente las imagenes fueron procesadas con el Software
ImageJ 1.47v (Rasband 2016) para registrar el porcentaje de parasitismo de Simplicillium sobre
pustulas de roya.

3. Resultados

3.1. Bioensayos de cepas locales contra H. vastatrix

El andlisis estadistico muestra una diferencia altamente significativa entre las cepas evaluadas (p
<0.0001). El avance de la colonizacion de cepas tuvo un comportamiento similar en ambas etapas
evaluadas; es decir, no se observo diferencia estadistica para estado de desarrollo (p=0.1025). La
cepa EC mostré ser la mas efectiva, al colonizar en menor tiempo las pastulas de roya, seguida de
la cepa SJ; en tercer lugar en grado de efectividad estuvieron las cepas SR y JV, cuyos valores no
difirieron estadisticamente (LSD=0.05). La cepa AQ mostré un menor desempefio respecto a las
demés (Figura 8). Con base en los resultados obtenidos se seleccion6 la cepa EC para ser
comparada con el resto de las cepas (ver siguiente apartado).
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Figura 8. Eficacia de cepas locales de Simplicillium spp. colonizando pustulas de H. vastatrix

(AQ: Aguiares; SR: Santa Rosa; JV: Jabillos; SJ: San Juan Norte; EC: CATIE)

3.2. Bioensayos de cepas comerciales contra H. vastatrix

Al hacer la comparacién de cepas comerciales, artesanal y la mejor cepa local seleccionada en el
ensayo anterior, se observo una diferencia estadistica altamente significativa (p <0.0001). Al igual
que en el experimento anterior, la variable evaluada no difirié estadisticamente en los estados de
desarrollo intermedio y avanzado (p=0.9902). Los porcentajes mas altos de colonizacidén en menor
tiempo se dieron en la cepa EC, esta misma cepa (EC1), después de ser almacenada mediante el
método de papel filtro, no sufridé pérdida de virulencia. En segundo lugar de eficacia estuvo la
artesanal INA 'y, finalmente, y con un desempefio muy pobre las cepas comerciales C2 y C1 (Figura
9).

41



100 1 pppaepmaneRt

75

50

% Colonizacion

25

Tiempo

*c2 [P V¥ @ + e

Figura 9. Eficacia de cepas comerciales en la colonizacion de pustulas de H. vastatrix

(C2: comercial; C1: comercial; INA: artesanal; EC1: CATIE almacenada; EC: CATIE)

3.3. Eficacia de conidios y blastosporas de Simplicillium colonizando pustulas de roya
Los resultados obtenidos de la colonizacién por blastosporas y conidios sobre los diferentes
estados de desarrollo de H. vastatrix no difiri6 de manera significativa entre los tratamientos. Por
el contrario y en contraposicion de los resultados de los experimentos anteriores, en este bioensayo
si se detectd diferencia estadisticamente significativa en la colonizacion de discos de hojas de café
infectados de H. vastatrix en estados de desarrollo intermedio y avanzado (p < 0.0012). En la
Figura 10 se muestran las curvas de crecimiento de la colonizacion de Simplicillium spp. sobre
ambos estados de desarrollo con sus respectivos intervalos de confianza.
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Figura 10. Eficacia de conidios y blastosporas de Simplicillium en la colonizacién de pustulas de
H. vastatrix

3.4. Eficacia de conidios y blastosporas de Simplicillium en el control de roya —fase de
campo 2016 — 2017

El porcentaje de parasitismo sobre pustulas de roya en el ensayo del 2016 fue bajo en todos los
tratamientos. En el tratamiento testigo sin aplicacién, el control natural (CN) ofrecido por
Simplicillium apenas alcanz6 un 1,84 %. La diferencia méas notable pero no significativa, fue de
cuatro puntos porcentuales entre el tratamiento donde se aplicé blastosporas y el testigo. La
aplicacion de conidios y el biol produjo un parasitismo del 4,2 y 3%, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Parasistismo (%) en pustulas de roya producido por dos tipos de esporas de
Simplicillium y parasitismo natural al aplicar un biol

(BIOL.: biol; BL: blastosporas; C: conidios: T: testigo)

Durante el afio 2017, la incidencia de roya en la parcela donde se llevé a cabo el ensayo fue baja;
el nimero de lesiones por hoja no fue perceptible. EI nimero de observaciones realizadas durante
el experimento vari6 de 1000 a 1076 debido al bajo nivel de infeccion por roya; con tal nimero de
observaciones, el area de lesion de pustulas de roya y por ende el efecto del parasitismo de
Simplicillium se vio “diluido” (Cuadro 6).

Cuadro 6. Numero de observaciones y variables medidas en campo durante 2017

Tratamiento No. de observaciones | No. de Area de lesion | Parasitismo (%)
lesiones/hoja | (cm?)

Blastosporas 1076.00 0.03 6.8E-05 5.2E-05

Conidios 1000.00 0.09 1.6E-04 9.4E-05

Testigo 1041.00 0.22 9.8E-04 1.3E-04
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4. Discusion

El grado de virulencia mostrado por la cepa EC. Esta cepa empez0 e incremento la colonizacion
sobre pustulas de roya a partir del tercer dia de inoculacion, alcanzando niveles superiores al 90%
al cuarto dia y el 100% al quinto dia de la inoculacion.

Los resultados de virulencia de esta cepa indican un mayor grado de especificidad de los
aislamientos locales en comparacion de las cepas comerciales evaluadas. Una observacion
relevante es que la cepa INA, segun los analisis de identificacion realizados corresponde al género
Simplicillium, al igual que las cepas locales; esta cepa alcanzé el segundo lugar de eficiencia
después de EC y EC1, lo cual sugiere que este género presenta un grado alto de especificidad hacia
H. vastatrix. Lo anterior se respalda por el hecho de que las cepas C1 (L. attenuatum) y la C2
(Lecanicillium sp.) no fueron capaces de colonizar completamente, incluso no alcanzaron un 50%.

Nuestros resultados coinciden con estudios similares realizados en México por Gémez et al.
(2017), quienes despueés de aislar y evaluar el efecto de control de diferentes cepas de hongos
micoparasitos en pustulas de roya, determinaron que el hongo Simplicillium alcanzé un 88.86 %
de parasitismo, mientras que Lecanicillium un 68.1 % 120 h después de la inoculacion

Al igual que en el principal objetivo del estudio, se demuestra que el método de conservacion de
papel filtro no demerita la patogenicidad de Simplicillium hacia H. vastatrix. El uso de este método
ha demostrado ser eficiente en conservar hongos entomopatogenos y fitopatégenos por mas de
cinco afios sin afectar su capacidad patogénica (Morales 2008). Aun y cuando la cepa EC tenia
solo un mes de almacenada, su evaluacién destaco su capacidad de soportar la desecacion final del
proceso sin ser afectada y se recupera facilmente del papel filtro para ser utilizada nuevamente.
Eficacia de conidios y blastosporas de Simplicillium en la colonizacién de pustulas de H. vastatrix

Los resultados del uso de ambos tipos de esporas son contrastantes. Vega et al. (2000) sugieren
que el uso de blastosporas podria ser mejor que el uso de conidios porque las primeras germinan
mas rapido y poseen reservas adquiridas del medio liquido en el cual fueron producidas. Fargues
et al. (1994) reportaron mayor grado de virulencia de blastosporas que conidios de Paecilomyces
fumosoroseus al ser aplicadas sobre el gusano cogollero Spodoptera frujiperda Smith. VVandenverg
et al. (1998) no encontraron diferencias entre ambos tipos de esporas de P. fumosoroseus en el
control del &fido Diuraphis noxia Kurdjumov. Osuna et al. (2003) obtuvieron el mismo grado de
virulencia al usar propagulos de cultivo sumergido y conidios de P. fumosoroseus contra ninfas de
la mosquita blanca Bemisia spp.

Los resultados presentados por este estudio son los primeros que anteponen y miden el efecto de
Simplicillium como el principal enemigo natural de H. vastatrix en Costa Rica. La mayoria de
publicaciones referidas al control bioldgico de roya del cafeto son enfocadas al uso de
Lecanicillium como controlador bioldgico (Esques et al. 1991; Monzén 1992; Rivas et al. 1996;
Canjura et al. 2002; Vandermeer et al 2009; Jackson et al. 2012; Rivillas 2015; Pérez 2015).

A pesar de la especificidad que demuestra Simplicillium hacia H. vastatrix, los resultados
obtenidos en campo no aumentaron significativamente el porcentaje de parasitismo respecto al
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CN; los resultados de CN observados fueron bajos. Al respecto, Pico (2014) reporta porcentajes
de parasitismo natural dado por L. lecanii (posiblemente Simplicillium) de 3.8 a 8.3% en plantas
de café bajo sombra media, condiciones similares a las nuestras. En estudios hechos por Monzon
(1992) sefiala que el CN de H. vastatrix no supera el 14%, ain y con infestaciones altas de la
enfermedad. En cuanto al control bioldgico inducido, Canjura et al. (2002) obtuvieron un 10.5 %
de parasitismo al hacer aplicaciones de Verticillium (=Lecanicillium) en plantas de café
establecidas en macetas y no encontraron diferencias significativas respecto al testigo.
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Capitulo V. Composicion microbiana y efecto de los bioles en el control de Cercospora
coffeicola

Resumen

Se analizd la diversidad genética y se hizo una cuantificacion general sobre la composicion
microbiana de MM vy bioles. También se estudié el efecto antagonico individual de
microorganismos aislados de biofermentos y el efecto de metabolitos secundarios de estos contra
la mancha de hierro del café (Cercospora coffeicola). Tanto los MM como los bioles poseen una
carga genética muy diversa tanto de hongos como de bacterias (indices de diversidad de Shannon
superiores a 3 en las muestras analizadas). EI proceso de fermentacion de los bioles, que conlleva
la inclusion de sales minerales, afecta negativamente la viabilidad de la poblacién microbial que
estos puedan contener. De manera particular, aquellas muestras a las que se afiadio alguna fuente
de cobre no tuvieron crecimiento en los medios en que fueron sembrados. De acuerdo a las pruebas
de duales y evaluacién de metabolitos secundarios, se determind que el efecto antagénico de los
bioles hacia C. coffeicola esta determinado por el efecto individual de microorganismos presentes
y no debido a metabolitos secundarios que estos contienen.

1. Introduccion

Los métodos de produccion de bioles varian fuertemente de una zona a otra; sin embargo, en Costa
Rica se puede citar el siguiente procedimiento de modo general: El primer paso es hacer la colecta
de tierra y hojarasca de mantos de bosque sin disturbar, los cuales se mezclan con melaza, cereales
0 leguminosas y con agua dentro de un recipiente hermético para que ocurra una fermentacion
anaerobica. Este proceso puede durar de 30 a 35 dias; pasado este tiempo se colecta el residuo
liquido (a lo que se le conoce como microorganismos de montafia (MM)). El siguiente paso es
mezclar los MM liquidos con estiércol fresco de vaca, harina de roca, ceniza, suero de leche,
melaza y azlcar (Infoagro 2016). Otro método de produccion puede consultarse en Alvarez (2010).

La dosis de aplicacion recomendada del primer método es un poco confusa, pues la recomendacion
es generalizada a cualquier cultivo y, por ende, no se especifica el volumen por hectarea de biol;
mas bien, se recomienda un litro de biol aplicado de manera foliar con aspersora de mochila de
20 litros; las aplicaciones al suelo se recomiendan en 2 litros 0 méas de biol por aspersora.

Algunos autores sefialan que las enmiendas organicas pueden disminuir la severidad de algunas
enfermedades de las plantas mediante la combinacién de caracteristicas fisicoquimicas y
biologicas (Rou 2003; Kone 2010). Otros han obtenido resultados contrastantes en el control de
algunas enfermedades. Por ejemplo, Hassan et al. (2013) al evaluar tés de composta en el control
de antracnosis y Cercospora en plantas de chile, reportan haber disminuido la incidencia de
antracnosis pero, en el caso de cercospora, el indice de severidad (en rango de 1 a 7) se incrementd
1,3 veces cuando se usaron tés de composta con respecto al testigo.
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En otros estudios se han encontrado resultados espectaculares, pero sin la seguridad total de si el
efecto fue debido a los tratamientos. Por ejemplo, en el cultivo de acelga se han evaluado
“microorganismos eficientes” (ME) aislados del manto de bosque, potreros y plantaciones de café
y fermentados junto con melaza para después ser aplicados al follaje y al suelo; al final del ciclo
las parcelas donde se aplicaron los microorganismos de potreros y café tuvieron un 0% de
incidencia de plagas; los autores lo atribuyen (especulan) a que pudo ser debido a que los sitios de
donde fueron aislados los microorganismos podrian presentar una alta poblacion de bacterias &cido
lacticas (hecho no corroborado), las cuales segun se ha reportado limitan organismos dafiinos de
las plantas (Campo et al. 2014).

Los objetivos de la investigacion fueron: 1) Determinar la composicion microbiana de diferentes
bioles y 2) Medir el efecto de biofermentos en el control de C. coffeicola.

2. Materiales y métodos

2.1. Colecta de bioles
Se colectaron un total de 9 muestras de biofermentos que incluyeron tanto “microorganismos de
montana” (MM) y bioles terminados, a los cuales les fueron afiadidos diferentes sales, practica
comun realizada por los fabricantes de bioles para después recomendarlos como controladores de
enfermedades o fuente de nutrientes. En el Cuadro 7 se enlistan las muestras de biofermentos
utilizados y una breve descripcion de estos.

Cuadro 7. Descripcion de los biofermentos analizados

Biofermento Descripcion
MM Apoya Microorganismos de montafia
MM JJ Microorganismos de montafia (Zarcero)
B Apoya Biol multiminerales (Mn, Cu, K, Cay B)
BJJ Biol (Zarcero)
B-SM Biol sin minerales afiadidos
B-D Biol de dolomita
B-RF Biol de roca fosforica
B-MSC Biol Mn'y CuSOg4
B-SB Biol con boro

2.2. Diversidad genética de MM y bioles
Cuatro muestras de biofermentos fueron enviadas al Laboratorio de Biologia Molecular de
Corbana S.A. para determinar indices de diversidad (Shannon) para bacterias y hongos. La técnica
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utilizada fue electroforesis en gel en gradiente denaturante, amplificando marcadores moleculares
mediante PCR (PCR-DGGE). Las cuatro muestras sometidas a este analisis fueron: MM Apoya,
B Apoya, el cual fue inoculado con el primero previamente al proceso de fermentacion; las dos
muestras restantes fueron MM JJ y B JJ, que siguieron el mismo proceso de inoculacion al anterior.
La finalidad fue observar cambios en la comunidad microbiana a nivel de material genético de
hongos y bacterias de los MM Yy al final del proceso de fermentacién de los bioles.

2.3. Composicion microbiana de biofermentos

El primer paso para determinar la composicion microbiana de los biofermentos fue realizar
diluciones seriadas de cada uno. Para esto se tomd 1 mL de cada muestra que fue mezclado en 9
mL de ADE mas Tween 80 a 0.1%, (dilucion 10'Y); después se tom6 1 mL de la solucion anterior
y se mezcld nuevamente con 9 mL de ADE para obtener una dilucion 1072, Este procedimiento se
hizo hasta obtener una muestra diluida hasta 10°. Posteriormente se sembraron 100 pL de las
diluciones 10-4, 10-5 y 10-6 en los medios AN, PDA y Agar actino; los cultivos fueron
almacenados a 25 — 26°C durante 48 horas. Pasado este tiempo se contabilizaron el nimero total
de ufc por muestra.

2.4. Efecto de biofermentos en el control de enfermedades
La fase de laboratorio para esta actividad comprendid la aplicacion de cultivos duales y pruebas
de metabolitos secundarios para determinar el grado de antagonismo ejercido por efecto individual
de microorganismos comunes en los biofermentos, asi como el efecto de metabolitos difusibles al
medio. Como organismo patdgeno se utilizé un cultivo de Cercospora coffeicola previamente
aislado de hojas de cafe.

2.5. Cultivos duales

Para los cultivos duales se utilizaron dos organismos encontrados constantemente en las diferentes
muestras: Kazachstania unispora (tratamiento 1) y Galactomyces sp. (tratamiento 2). Estos
organismos fueron previamente identificados en el laboratorio de biologia molecular de Corbana
S.A. Se utilizaron cultivos de 15 dias de edad en el medio PDA. Para el caso de K. unispora se
hizo primero una suspension de esporas en ADE en donde se sumergieron discos de papel filtro
de 1 cm de diametro, los cuales fueron colocados a 3 cm del borde del plato Petri que contenia
PDA y a 3 cm de distancia de un disco de cultivo de 1 cm de didmetro de PDA que contenia C.
coffeicola. Para el caso de Galactomyces se usaron discos de cultivo de las mismas dimensiones.
Después de siete dias de incubacién a 26°C se midio el crecimiento de las colonias aplicando la
ecuacion de Royse y Ries (1978):

%I1=100 x [(r1-r2)/r1]
Donde:
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%I = Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del patdgeno
rl = Crecimiento radial de la colonia del patégeno (C. coffeicola)

r2 = Crecimiento radial de la colonia del patdgeno en orientacion directa al antagonista (K.
unispora o Galactomyces).

2.6. Efecto de metabolitos secundarios contra C. coffeicola

Se midi6 el efecto de metabolitos difusibles al medio de Galactomyces (tratamiento 3) y de
metabolitos totales y de un biofermento comercial (tratamiento 4). Para el primer caso,
primeramente se coloco un disco de papel celofan previamente esterilizado sobre el medio PDA
que cubri6 la totalidad del mismo; después, sobre el papel celofan se colocd 1 cm? de un cultivo
de Galactomyces de 15 dias de edad. Después de 48 horas se retir6 el papel celofan conteniendo
el cultivo de Galactomyces y se sembré un disco de 1 cm de diametro de un cultivo puro de C.
coffeicola sobre el medio que estuvo en contacto con el papel celofan. Paralelamente al
procedimiento anterior se hicieron siembras de Cercospora en PDA sin contacto previo de papel
celofan con Galactomyces, con el fin de utilizarlos como testigo.

La prueba de metabolitos totales del biol comercial, al tratarse de una muestra liquida, siguid el
procedimiento siguiente: primeramente se hizo un centrifugado y el supernatante se pasé por un
filtro Polydisc® de 0.2 um; posteriormente se hizo un rayado de 100 pL de filtrado sobre PDA.
Después de 48 h se corroboro la ausencia de crecimiento de microorganismos y se procedi6 a poner
un disco de 1 cm de didmetro en el centro de las cajas Petri donde previamente se ray6 el filtrado.
Paralelamente se colocaron discos de C. coffeicola sobre PDA sin contener el filtrado del biol,
para ser utilizados como testigo.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial fue medido usando la misma férmula indicada
para el procedimiento de cultivos duales. En este caso se considero “r1” como el crecimiento radial
de las colonias de C. coffeicola usadas como testigo y “r2” como el crecimiento radial de las
colonias de C. coffeicola en el medio que estuvo expuesto a los metabolitos, fuesen de los
organismos individuales o del biol en si.

2.7. Analisis estadistico
Los datos se analizaron con el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al. 2016), como un disefio
completamente al azar con 10 repeticiones para todos los casos, donde cada una correspondio a
una caja Petri.

3. Resultados
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3.1. Diversidad genética y composicién microbiana de biofermentos

La diversidad genética entre biofermentos no varié de manera considerable (Cuadro 8 y Anexo 3).
Los valores de H” indicaron que tanto los MM como los bioles que fueron inoculados con estos,
poseen una carga genética muy diversa tanto para hongos como para bacterias (valores superiores
a 3 en todos los casos). Contrariamente, cuando se hizo la cuantificacion de microorganismos en
medios de cultivo (Cuadro 9), la muestra B Apoya que contenia cinco minerales afiadidos no
mostré crecimiento de microorganismos, mientras que los MM utilizados para inocular este biol
tuvieron 1.8 X107 y 2.5X107 ufc en los medios PDA y agar nutriente (AN), respectivamente. Otro
biol que registrd cero crecimiento microbial fue B-MSC (que contenian Mn y CuSOa afiadidos)
La mayor cantidad de microorganismos presentes lo tuvo el biol sin minerales afiadidos (B-SM)
con una concentracion de 1.8X108 ufc en el medio PDA, seguido del biol que contenia roca
fosforica (B-RF)

Cuadro 8. indice de diversidad de Shannon (H") presentes en microorganismos de montafia (MM)
y en bioles

Muestra H?!
Bacterias Hongos
MM Apoya 3.44 3.56
B Apoya 3.33 3.29
MM JJ 3.07 3.38
B JJ 3.09 3.27

\alor de H: 1 a 2 baja; 2 a 3 mediana; 3 a 4 alta

Cuadro 9. Unidades formadoras de colonias (ufc) en MM Yy diferentes formulaciones de bioles
producidos para el combate de enfermedades del cultivo del café

Muestra Medio de cultivo/ufc
PDA Agar actino Agar nutriente

MM JJ 4.4X10’ - 3.2X10’
BJJ 5X10° - 1.5X10’
MM Apoya 1.8X10’ - 2.5X107
BApoya* 0 - 0
B-SM!? 1.8X108 5.1X10° 2.3X10’
B-D? 8.X10’ 3X10° 5X10°
B-RF® 1.46X108 5.8X10° 9.1X10°8
B-MSC* 0 0 0

B-SB® 1X108 1.4X10° 7.5X10°

*Bjol Mn, Cu, K, Ca y B; 'Biol sin minerales afiadidos; ?Biol con dolomita; *Biol con roca
fosforica; “Biol con Mn y CuSOq; °Biol con B.
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3.2. Efecto de biofermentos en el control de enfermedades
El grado de antagonismo hacia C. coffeicola vario significativamente entre tratamientos (p <
0.0001). En los cultivos duales (tratamientos 1 y 2) e se registraron los mayores porcentajes de
inhibicion de crecimiento; el efecto de ambos tratamientos fue igual (LSD=0.05). Respecto a la
evaluacion de metabolitos, el tratamiento 3 (metabolitos de Galactomyces) superé el efecto de
metabolitos totales del biol comercial (Figura 12).

181

121

% de inhibicion radial

| c

-124

Figura 12. Inhibicion del crecimiento radial de Cercospora coffeicola debido al efecto individual
de microorganismos y metabolitos difusibles al medio

mmm Cyltivo dual K. unispora === Cultivo dual Galactomyces === Metabolitos de Galactomyces

= |\/etabolitos de biol

4. Discusion

Los indices de diversidad de Shannon que arrojaron los andlisis moleculares indican que la
diversidad de microorganismos en los bioles es alta, pero al cuantificar el crecimiento de
microorganismos en medios de cultivo se pudo apreciar que su viabilidad puede ser afectada de
manera severa debido al proceso de fermentacion, como fue el caso del biol B Apoya cuya
diversidad genética fue alta y tuvo cero ufc en los medios evaluados. Es importante sefialar que
los MM utilizados para inocular este biol si presentaron crecimiento de microorganismos, pero el
proceso de fermentacion que conlleva la inclusion de sales minerales afectdé negativamente la
poblacion microbial en los biofermentos. De manera particular, aquellas muestras a las que se
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afiadié alguna fuente de cobre (B Apoya, B-MSC) no presentaron crecimiento de
microorganismos. Dicho elemento tiene efecto fungicida y bactericida, y es posible que los
encargados de elaborar bioles agreguen este elemento con la finalidad de que al momento de ser
usados en los cultivos, ejerzan un control de enfermedades a nivel de campo pero,
inconscientemente estan eliminando la poblacion microbial por la que supuestamente son
atractivos los biofermentos para la sanidad de los cultivos. Recientemente, Xiu (2018) reporté una
disminucion en la diversidad genética de bioles en comparacion con los MM utilizados para su
inoculacion. El autor menciona que dicha disminucion pudo ser debida a la adicion de sales
minerales durante el proceso de fermentacion. Si la cantidad de microorganismos es tomada como
indicador de calidad de un biol (Garcia 2006), la adicion de fertilizantes sintéticos no deberia ser
contemplada durante el proceso de fermentacion.

El efecto antagdnico de los bioles hacia C. coffeicola esta determinado por el efecto individual de
microorganismos presentes y no debido a metabolitos secundarios que estos contienen, tal y como
se muestra en la Figura 12. Los cultivos duales donde se enfrentd a K. unispora y Galactomyces
con el patégeno demeritaron en mayor medida el crecimiento de este, mientras que cuando se
midié el efecto de metabolitos totales que contenia el biol, no solo no hubo inhibicién de
crecimiento si no que la colonia del patdgeno en contacto con estos tuvieron un mayor crecimiento.
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DISCUSION GENERAL

El andlisis de productos bioldgicos destinados al control de H. vastatrix en Costa Rica, el
aislamiento y seleccion de cepas locales, el estudio de métodos de produccién y la evaluacion de
cepas y productos disponibles para el control de roya, son parte fundamental para su
implementacion en los programas de manejo integrado de enfermedades en el cultivo de café. Es
importante sefialar que los productos comerciales analizados no son a base del género
Simplicillium, el cual fue identificado como principal enemigo natural de la roya del café. La cepa
que el INA distribuye para el manejo de este hongo es el mismo género identificado en las cepas
aisladas localmente. Por lo anterior, no es arriesgado suponer que las cepas de productos
comerciales fueron introducidas y no aisladas de la region.

Aln y cuando Lecanicillium y Simplicillium son taxones relacionados, los resultados de este
estudio indican que el primero posee una alta especificidad hacia H. vastatrix; en los bioensayos,
mientras que las cepas locales de Lecanicillium colonizaron completamente las pUstulas de roya,
las cepas comerciales no alcanzaron el 50% de colonizacion. Otro factor por el cual la correcta
identificacion de cepas se vuelve crucial es el momento de iniciar un método de reproduccion,
pues podriamos tomar como base métodos establecidos para el organismo que suponemos que se
encuentra atacando de manera natural la roya, cuando se requiere generar una metodologia propia
para el microorganismo que realmente se encuentra atacando a H. vastatrix de manera natural.

Al respecto se sefiala que Lecanicillium solo produce conidios en medios liquidos; en nuestro
estudio hemos corroborado que aln y con la semejanza entre ambos géneros, es posible obtener
blastosporas de Simplicillium en medios liquidos. En cuanto a reproduccion en medio soélido,
ambos géneros son facilmente reproducidos en arroz, método de produccion artesanal que puede
ser empleado por el productor. Con el fin de mantener la virulencia de la cepa seleccionada, esta
podria ser almacenada mediante el método papel filtro, el cual hemos evaluado para conservar
cepas de Simplicillium y cuyas esporas han mostrado resistencia al proceso de desecacion durante
el proceso sin perder virulencia.

Por otra parte, los bioles usados para combatir enfermedades en el cultivo de café, cuya calidad
puede ser medida en términos de la cantidad de microorganismos que contengan, son afectados
por la adicion de sales minerales durante el proceso de fermentacién. Esto conlleva a que el efecto
directo que los bioles tienen en el control de enfermedades se vea desfavorecido. Esta condicion
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se logré evidenciar al hacer pruebas de enfrentamiento contra Cercospora coffeicola. Los
productos evaluados pueden mantener una diversidad genética alta, lo cual no significa sean
efectivos en el control de enfermedades, pues, segln se evidencio en este estudio, una vez que se
eliminan los microorganismos del biol y se evalian metabolitos difusibles al medio, no se ejercio
grado alguno de control.

CONCLUSIONES GENERALES

1. Los productos comerciales analizados, recomendados para el control de roya del café, son de
menor calidad que los productos elaborados artesanalmente.

2. El producto més procesado y con mejor presentacion, presentd menor calidad que los demas.

3. Simplicillium, microorganismo que contienen las cepas artesanales, coincide con las cepas
aisladas localmente; por el contrario, las cepas comerciales contienen un organismo diferente.

4. Conidios de Simplicillium muestran tolerancia a desecacion y pueden almacenarse en papel filtro
sin perder virulencia.

5. El principal enemigo natural (micoparasito) de H. vastatrix en Costa Rica es Simplicilium. Este
género coincide en aislamientos locales y en cepas usadas para elaborar productos artesanales.

6. La caracterizacion cultural y fisiologica de cepas de Simplicillium supone una amplia
variabilidad genética dentro de este género.

7. Es posible producir blastosporas de Simplicillium en medios liquidos.

8. Los medios con fuentes alternativas de carbono y nitrégeno fueron los que dieron mejores
resultados en la produccidn de blastosporas de Simplicillium.

9. Dentro de las cepas locales aisladas de pustulas de roya, existen algunas con mayor grado de
virulencia. En nuestro estudio corresponde a la cepa denominada EC.

10. Ademas de la baja calidad de productos comerciales, la baja eficiencia de estos en el control
de pustulas de roya indica una baja virulencia de las cepas empleadas o pérdida de virulencia
durante el proceso de formulacion.

11. Esporas aéreas y sumergidas de Simplicillium tienen el mismo grado de control hacia H.
vastatrix.

12. La aplicacién de blastosporas y conidios en campo no mejor6 de manera significativa el
porcentaje de parasitismo con respecto al control natural.

13. MM y bioles poseen una diversidad genética alta (H"); sin embargo, la cantidad de ufc en bioles
se ve desfavorecida cuando se mezclan sales minerales.
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14. El efecto antagénico de bioles hacia C. coffeicola es debido al efecto individual de
microorganismos y no a los metabolitos que estos difunden al medio.

RECOMENDACIONES

A productores
1. Acudir a técnicos especialistas para analizar los pardmetros minimos de calidad del
bioplaguicida a utilizar.

2. Hacer las aplicaciones de hongos micoparasitos para el control de la roya cuando las lesiones
de esta enfermedad presenten esporulacion, no antes.

3. No mezclar sales minerales (fertilizantes) cuando se aplican microorganismos para el control de
enfermedades.

4. De ser posible, producir por si mismos hongos micoparasitos de la roya. Es factible y se puede
obtener un producto de buena calidad (por ej., el producto artesanal elaborado por el productor en
la finca Cristina, Paraiso, Cartago).

A compainiias formuladoras
1. Se recomienda que previamente a introducir cepas de micoparasitos destinados al control de la
roya, se hagan aislamientos locales y se compare la eficacia con las cepas introducidas.

2. Iniciar el proceso de produccion con la identificacion correcta del microorganismo que se va a
producir; de esta manera se podra, con mayor certeza, aplicar y ajustar el método de produccion.

3. Iniciar el proceso de produccion con cepas monosporicas, para de esta manera favorecer la
estabilidad del producto final.

4. Es importante la deteccion de contaminantes durante todos los pasos de produccion de
bioplaguicidas. Se debe tener especial cuidado en las cepas y matrices utilizadas para inocular los
medios de produccion, las cuales deben estar libres de contaminantes.

5. Ademéas de las pruebas de pureza, concentracion y viabilidad, los formuladores de
bioplaguicidas deben contar con pruebas rutinarias de efectividad hacia el organismo objetivo,
sobre todo al final del proceso de formulacion.

A investigaciones futuras
1. Incluir insecticidas microbiales a base de hongos y bacterias antagonistas, tanto en pruebas de
control de calidad, como en pruebas de efectividad contra la roya.

2. Estudiar el aporte de otros enemigos naturales en la regulacion de la roya, por ejemplo
Mycodiplosis, cuyas larvas es comln observarlas consumiendo pustulas de roya.
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3. Evaluar mezclas de diferentes cepas de Simplicillium en el control de la roya.

4. Hacer estudios especificos sobre la fermentacién liquida de Simplicillium a mayor escala y
evaluacion de aplicaciones inundativas.

5. Estudiar el efecto antagdnico de metabolitos secundarios de diferentes cepas de Simplicillium
contra la roya.

6. Evaluar fungicidas que puedan presentar cierto grado de selectividad hacia Simplicillium, o
evaluar la resistencia de diferentes cepas a fungicidas comdnmente usados para control de la roya.

59



Anexos

Anexo 1. Identificacion molecular de cepas locales y un microorganismo frecuentemente
encontrado en bioles

é ;‘/QORBA Nf

Direccién de investigaciones

Consecutivo: DI-SE-BMS.074-2016

Seccién de Fitopatologia
Laboratorio Biologia Molecular

Fecha: 5 de diciembre 2016

Servicio solicitado: Amplificacidn y secuenciacion de hongos.

Solicitante: Gerardo Garcia Nevarez.

Fecha de solicitud: 16 de noviembre de 2016.

Tipo de producto (s) evaluado (s): Cultivo puro en placa petri.

Aislamientos realizados por: CATIE.

Cuadro 1 ldentificacién de las muestras.

Organismo (s) :
. LR Organismo (s) .
8 1D BM | ID Usuario coincidentes % conf coincidentes NCBI % ident
RDP/UNITE
1 | 11-201 AQ Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
2 | 11-202 SR Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
3 | 11-203 SIN Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
4 | 11-204 w Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 99
5 | 11-205 ACT Dipodascaceae 95 Galactomyces spp. a9

Técnica utilizada: PCR convendonal/secuenciacidn.
Instrumento, equipo o entidad utilizado: Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler /Macrogen Inc.

Nota 2: El Laboratario queda eximido de toda responsabilidad, en interpretaciones de resultados por parte de
terceras personas ajenas al proceso de andlisis y 2 CORBANA S.A.

Responsable: M.Sc. Ana Maria Congjo Barbaza

Ted- 27131685

Emai: anconejofPcordana.co.or
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Anexo 2. Identificaciébn molecular de la cepa local EC proveniente de diferentes propagulos
(conidios, blastosporas y microesclerocios), del producto artesanal INA, del comercial OB y un
microorganismo encontrado constantemente en las diferentes muestras de bioles

Aislamientos de los cultivos realizados por: Gerardo Garcia, estudiante CATIE.

Cuadro 2 Identificacion de la muestra.

Organismo (s) o .
# ID BM | ID Usuario coincidentes % conf rg'amsmo (s) % ident
RDP/UNITE coincidentes NCBI
1 8-142 BCA Bact . he B *
2 8-137 EC-LL Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 98
3 8-138 EC-LL-Blast Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 98
4 8-139 INA-LL Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 98
5 8-140 EC-LL-MICR Simplicillium spp. 95 Simplicillium spp. 98
6 8-141 OB-LL Lecanicillium spp. 95 hecarieiliun 99
attenuatum
7 8-143 JJ-LEV Kazachstania unispora 95 Kazachstania unispora 99

*Secuencia contaminada, no es confiable para la identificacion.

Técnica utilizada: PCR convencional/ DGGE/ secuenciacién.
Instrumento o equipo utilizado: Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler/ C.B.S.
Scientific DGGE electrophoresis system/Macrogen Inc.

Nota: El Laboratorio queda eximido de toda responsabilidad, en interpretaciones de resultados por parte de terceras
personas ajenas al proceso de andlisis y a CORBANA S.A.

Responsable: M.Sc. Ana Maria Conejo Barboza
Tel: 2713-1685
Email: anconejo@corbana.co.cr

LC,
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Anexo 3. Identificacion molecular e indices de diversidad de Shannon en muestras de
microorganismos de montafia y bioles

Direccién de investigaciones Consecutivo: DI-SF-BMS-055-2016
Seccién de Fitopatologia
Laboratorio Biologia Molecular

Fecha: 21 setiembre de 2016

Servicios solicitados: (1) Diversidad y (2) secuenciacion de hongos y bacterias.
Solicitante: Gerardo Garcia, estudiante CATIE.

Fecha de solicitud: 29 de agosto de 2016.

Tipo de producto (s) evaluado (s): Abono liquido y cultivos puros en placa petri.

Muestreo realizado por: Gerardo Garcia, estudiante CATIE.

Cuadro 1 Identificacidon de las muestras e indice de diversidad de Shannon.

IDusuario | 1DBM | TPOde Finca =
muestra Bacterias | Hongos
MM Apoya 8-144 Biol CATIE 3.44 3.56
Biol Apoya 8-146 Biol CATIE 3.33 3.29
MM JJ 8-148 Biol CATIE 3.07 3.38
Biol JJ 8-151 Biol CATIE 3.09 3.27

Cuadro 2. Interpretacion del indice.

Valor del indice Diversidad
la2 Baja
2a3 Mediana
3a4 Alta
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