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RESUMEN 

Esta investigación tiene como objetivo principal generar un protocolo 

reproducible con vitroplantas en condiciones de invernadero, en el cual se buscó 

el control de la roya de café (Hemileia vastatrix) con el uso de materiales menos 

agresivos para el medio ambiente como lo son el control biológico, basado en 

microorganismos vivos como hongos, bacterias, entre otros y biopolímeros de 

síntesis natural como lo es el quitosano. El primer capítulo hace referencia a una 

búsqueda de información para conocer el ciclo biológico de la enfermedad y las 

formas de control que se tienen hasta el momento que en específico se han 

reportado varios métodos de control de este patógeno obligado y otros en 

algunas otras especies de plantas similares usando el control químico, biológico, 

genético y la inducción de resistencia a través de biomoléculas. 

En segundo capítulo está dirigido a la propagación de vitroplantas, en los que se 

desarrollaron diversas técnicas como la propagación en sustratos, propagación 

in vitro en medio semisólido, y una de las técnicas reciente mente aportadas, 

propagación en biorreactor, para las cuales se buscaba tener mayor número de 

plantas, mayor desarrollo de las mismas y de mejor adaptación en invernadero.  

En el tercer capítulo se hace mención de la búsqueda de microorganismos 

asilados de las zonas endémicas en donde se tiene el cultivo de café en México, 

principalmente de rizósfera del género Trichoderma sp. que fue usado como 

bioestimulante para tener un mayor desarrollo de las plantas de café gracias a 

los compuestos producidos por estas cepas. 

Finalmente en el último capítulo se buscó un protocolo el cual revisando la 

literatura de las condiciones óptimas para obtener inoculo de la roya de café en 

condiciones controladas y estableciendo nuevas metodologías, se pudo lograr 

inducir resistencia a las plantas de café mediante la aplicación de Quitosano de 

alto peso molecular grado reactivo con diferentes concentraciones al 0.01% y 

0.05%, que mediante un el análisis de datos del avance de la enfermedad en 

plantas infectadas con roya se obtuvieron resultados factibles para generar una 

posible  respuesta de la defensa de la planta una vez que inicia el proceso de 

colonización del hongo.  
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ABSTRACT 

The main objective of this research is to generate a reproducible protocol with 

vitroplants under greenhouse conditions, in which the control of coffee rust 

(Hemileia vastatrix) was sought with the use of less aggressive materials for the 

environment, such as biological control. , based on living microorganisms such 

as fungi, bacteria, among others, and biopolymers of natural synthesis such as 

chitosan. 

The first chapter refers to a search for information to know the biological cycle of 

the disease and the forms of control that exist so far, specifically that various 

methods of control of this obligate pathogen and others have been reported in 

some other species of similar plants using chemical, biological, genetic control 

and resistance induction through biomolecules. 

The second chapter is aimed at the propagation of vitroplants, in which various 

techniques were developed such as propagation in substrates, in vitro 

propagation in a semi-solid medium, and one of the recently contributed 

techniques, propagation in a bioreactor, for which the aim was to have greater 

number of plants, greater development of the same and better adaptation in the 

greenhouse. 

In the third chapter, he mentions the search for isolated microorganisms from 

endemic areas where coffee is grown in Mexico, mainly rhizosphere of the genus 

Trichoderma sp. which was used as a biostimulant to have a greater development 

of coffee plants thanks to the compounds produced by these strains. 

The fourth chapter looked for a protocol which, reviewing the literature of the 

optimal conditions to obtain inoculum of coffee rust under controlled conditions, 

an evaluation was carried out taking as references the temperature, humidity, 

light hours, which the pathogen needs to infect vitroplants. and make an 

evaluation of damage and severity depending on the conditions to which the rust 

inoculum was subjected. 

In the fifth chapter, it was possible to induce resistance to coffee plants by 

applying reagent grade high molecular weight Chitosan with different 
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concentrations at 0.01% and 0.05%, that by means of an analysis of data on the 

progression of the disease in plants infected with rust, feasible results were 

obtained to generate a possible response of the defense of the plant once the 

process of colonization of the fungus begins. 
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1. CAPÍTULO 1. 

 

1.1 Introducción general 

 

El café (Coffea arabica L.) es una planta originaria de Etiopía donde se desarrolla 

a una altura de 1,000 a 2,000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) y a una 

temperatura de 10 °C y 20 °C, las variedades y especies de cafetos se 

desarrollan y adaptan bien en las regiones de la zona tropical (MADINDRA, 

1988). 

México cuenta con condiciones ideales para el cultivo del café, con zonas 

montañosas del sureste del país que se encuentran a altitudes mayores a 900 

metros sobre el nivel del mar, así como temperaturas que van de los 17.5 a 

25.3°C. La cafeticultura en el país representa una actividad fundamental en el 

sector agrícola, no sólo por el valor de su producción, sino además por ser un 

importante generador de divisas, además por las bondades que ofrece al ser un 

cultivo de gran relevancia ambiental, puesto que el 99% de los predios 

cafetaleros se establecen bajo sombra. (SIA-SAGARPA., 2015) 

México produce cafés de excelente calidad, ya que su topografía, altura, climas 

y suelos le permiten cultivar variedades clasificadas dentro de las mejores del 

mundo, la variedad genérica que se produce en nuestro país es la arábica y su 

producción se realiza por lo regular en las zonas tropicales. (SAGARPA, 2016) 

Por otra parte la producción de café reportó su nivel mínimo desde que se tiene 

registro. Los principales factores que explican la disminución de la producción 

nacional durante la década reciente son la disminución de la superficie 

cosechada y la reducción de la productividad de los cafetales, relacionada 

principalmente con avanzada edad de las plantaciones, afectaciones 

climatológicas y por la roya del café. (USDA, 2016) 

La roya de la hoja de café, causada por el hongo Hemileia vastatrix Berk. y Br. 

(Uredinales) es la principal enfermedad de variedades susceptibles de Coffea 

arabica alrededor del mundo. Aunque todo su ciclo de vida ocurre en las hojas, 
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la clorosis y la defoliación afectan el llenado y la maduración de granos de café, 

reduciendo el tamaño y la calidad del grano. Variedades resistentes a la roya 

han sido criadas en varios países productores de café, incluidos México. (Castillo 

Zapata, 1992) 

Sin embargo, actualmente se han generado estudios de la interacción planta-

patógeno, que han permitido conocer los mecanismos de patogénesis de una 

gran cantidad de fitopatógenos, así como los mecanismos de defensa vegetal 

que utiliza la planta para contrarrestar a los patógenos, con lo cual el control 

biológico se ha visto fortalecido con nuevos compuestos y moléculas que son 

derivados de los fitopatógenos, microorganismos de control biológico, o incluso 

moléculas señal de la propia planta. Entre estas moléculas destacan los 

polímeros como la quitina y su derivado el quitosano que, en la actualidad por 

sus propiedades como inductores de mecanismos de defensa vegetal, además 

de su inocuidad para la salud humana y el medio ambiente, han surgido como 

fuertes candidatos para sustituir de manera efectiva productos químicos tóxicos 

y contaminantes. Los inductores de mecanismos de defensa vegetal que 

presentan un efecto protector en las plantas equivalentes a “vacunas”, al 

provocar un efecto de “encendido” o “priming” en la planta, que la prepara de 

manera efectiva contra el ataque de plagas y enfermedades utilizando sus 

propios mecanismos de defensa. En este sentido podemos encontrar derivados 

de microorganismos o plantas incluyendo metabolitos de bajo peso molecular, 

péptidos, proteínas y oligosacáridos, así como derivados químicos que presenta 

una toxicidad baja o nula. (Vera, 2014). 

1.2 Revisión de literatura  

 

1.2.1 Importancia económica del cultivo de café en el mundo 

 

En la producción de café se distinguen dos variedades principales: arábiga 

(Coffea arabica) y robusta (Coffea canephora). Las variedades más conocidas 

del café arábiga son Typica y Borbón, pero a partir de éstas se han desarrollado 

muchas cepas y cultivares diferentes (BIOAGRO, 2002). 
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Las expectativas de crecimiento en la producción obedecen a la presencia de 

condiciones climatológicas más favorables para el cultivo, principalmente en 

Brasil. Para ese país, se estima que la producción cafetalera crezca a una tasa 

anual de 13.3 por ciento en 2016/17, por lo cual participaría con el 32.2 por ciento 

de la producción mundial. Por el contrario, se estima que la cosecha de Vietnam, 

Colombia e Indonesia descienda a tasas de 6.9, 2.2 y 14.9 por ciento, 

respetivamente. Lo anterior, debido a que sus cultivos se han visto afectados por 

condiciones de sequía (SIA-SAGARPA., 2015). 

Entre los ciclos cafetaleros 2005/06 y 2015/16, la producción mundial de café 

creció a una tasa promedio anual de 2.7%. En el ciclo 2015/16 la cosecha global 

ascendió a 153.3 millones de sacos de 60 kg, es decir, el mismo nivel de 

producción del ciclo previo. Por tipo de café, el comportamiento de la cosecha 

fue diferenciado: la producción de café arábiga disminuyó 0.4 por ciento, 

mientras que la de café robusta se incrementó en 0.6 por ciento a tasa anual 

(USDA, 2016). 

 

Figura 1.1 Producción mundial de café 2003-2016 
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1.2.1.1 Importancia económica del cultivo de café en 

México  

Sin embargo, el sector cafetalero nacional enfrenta desde 1998 una crisis 

relacionada con la caída de los precios en el mercado internacional (García S., 

2006). Esta crisis ha repercutido negativamente en las regiones cafetaleras 

mexicanas, donde actualmente se observan problemas como: aumento de la 

migración, abandono de las plantaciones, severo impacto ambiental por la tala 

de cafetales para cambio de cultivo o urbanización, alta incidencia de plagas y 

enfermedades que afectan la calidad del grano, bajos rendimientos y drástica 

caída del nivel de vida de los pobladores rurales que dependen de la caficultura 

(Aragón G., 2006). 

La agricultura ecológica representa un buen negocio, una alternativa que aporta 

un beneficio social en un marco de libre comercio. Esto se sustenta a partir de 

que el café sustentable se distingue por repartir ganancias y beneficios más 

equitativos debido a que su cadena de acopio, distribución y comercialización no 

ha estado dominada por grandes compañías, lo que se traduce en ventajas para 

el pequeño productor. Por ello, estas alternativas de producción pueden ser una 

solución para mejorar la calidad de vida de los productores, al permitirles acceso 

a mejores precios, mientras que permiten conservar las características 

agroecológicas del lugar de cultivo (Pérez, 2005). Esta mejoría puede lograrse a 

partir de que los productos orgánicos cuentan con un sobreprecio frente a los 

productos tradicionales. El consumidor de café orgánico, y de cualquier producto 

orgánico en general, se caracteriza por ubicarse entre segmentos altos de 

ingresos y por ello ofrece un pago más alto por el producto, principalmente por 

el cuidado de su salud, y en algunos casos consciente de que al adquirirlo 

contribuye al cuidado del ambiente y a la mejora de la situación del productor 

(Sosa, 1995). La conversión hacia la producción de café orgánico podría 

considerarse como una medida de protección a los ingresos de los productores 

ante la incertidumbre mundial de los precios del mercado. En este sistema 

productivo, además de buscar un precio mayor por su producto, se participa de 

una estrategia de agricultura sustentable evitando la explotación irracional de la 

tierra, lo que garantizaría su permanencia en el tiempo. 
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1.3 Clasificación taxonómica del café  

 

Existen numerosas especies de cafeto y diferentes variedades de cada especie. 

Las especies más importantes pertenecen al género Coffea arabica y Coffea 

canephora (CONABIO, 2017).  

1.3.1 Características de Coffea arabica var. Tipyca. 

 

Los cafetos de la variedad Typica se distinguen por el color bronceado (rojizo) 

de las hojas que emergen tanto del ápice del eje central como de las ramas 

laterales, las plantas a libre crecimiento alcanzan hasta cuatro metros de altura, 

el tallo generalmente consta de un solo eje vertical con ejes verticales 

secundarios frecuentes que nacen de los nudos, presentan abundante ramas 

laterales, los frutos maduros se caracterizan por un color rojo vistoso y se 

desprenden fácilmente de la planta (Fischersworring H & Robkamp R, 2001) 

1.4  Propagación del cultivo de café  

1.4.1 Propagación sexual 

 

En la naturaleza, el café se reproduce por semillas. En Coffea arabica, después 

de un proceso de selección relativamente largo, unos veinte años como mínimo, 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Sapindales 

Familia: Anacardiaceae 

Género: Coffea 

Especie: Coffea arabica 

 

 

 Figura 1.2 Coffea arábica var. Típica  
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las variedades comerciales son propagadas por semillas. Esta selección permite 

obtener una variedad generalmente estable y homocigótica para los caracteres 

buscados. En Coffea canephora, planta alógama, la reproducción por vía sexual, 

da lugar a una recombinación de genes y por ende individuos diferentes a los 

dos padres (H. Etienne, 2002). 

1.4.2 Propagación asexual 

Para multiplicar cultivos con buenas cualidades agronómicas, se han utilizado 

métodos de multiplicación vegetativa, que permiten la multiplicación idéntica o 

clonación del material a gran escala (Etienne et al., 1999). La multiplicación 

vegetativa juega un papel importante en especies perennes como el café, el cual 

puede ser propagado vegetativamente por medio de estacas o injerto (Solano, 

2001). El injerto es una práctica utilizada fundamentalmente con miras a mejorar 

el crecimiento de ciertas especies y de ciertos híbridos o para reducir la duración 

de las generaciones. El injerto de Coffea arabica en Coffea canephora es una 

práctica muy utilizada para controlar nematodos. Las técnicas de injerto 

utilizadas son muy clásicas: injerto de púa por rajadura e injerto por aproximación 

(Coste, 1968) estableció la técnica de injerto de embriones de café, 23 cuya 

importancia radica en la recuperación de material que no se hubiera podido 

salvar en condiciones normales de germinación. Además, esta técnica permite 

el desarrollo de híbridos entre especies de café genéticamente apartados 

(Berthouly, 1997).  

La reproducción por estacas es una práctica hortícola muy empleada en Coffea 

canephora, especie alógama, debido a la imposibilidad de reproducción uniforme 

por vía sexual (Solano, 2001). En la multiplicación vegetativa del café por 

estacas, se pueden utilizar solamente tallos ortotrópicos, esto debido al 

dimorfismo vegetativo. Si se llegara a utilizar estacas plagiotrópicos se obtendría 

un cafeto de porte rastrero y compacto, sin interés práctico (Coste, 1968).  El 

número de estacas ortotrópicas que puede producir una planta de café es 

limitado y en el caso de una multiplicación a gran escala, esto puede conducir a 

lapsos de tiempo considerables entre la creación de una variedad y su posterior 

difusión. Además, la reproducción por estacas exige la instalación de jardines 
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clónales, lo que implica diversos problemas, entre ellos el mantenimiento de las 

superficies utilizadas (Berthouly, 1997). En tal sentido, el desarrollo de las 

técnicas de multiplicación in vitro ha revolucionado la multiplicación vegetal, ya 

que permite obtener plantas genéticamente mejoradas en gran cantidad, con 

gran rendimiento y se espera que a bajo costo (Solano, 2001). 

1.4.3  Cultivo de tejidos en plantas de café  

 

El cultivo de tejidos se define como el conjunto de técnicas que permiten cultivar 

un explante con potencial de diferenciación en un medio de cultivo de 

composición química definida, bajo condiciones de asepsia y bajo condiciones 

ambientales controladas. 

Las técnicas de cultivo de tejidos son utilizadas en café principalmente con dos 

fines: i) recortar el ciclo de selección para Coffea arabica L. por medio de la 

micropropagación de híbridos y por la utilización de plantas haploides y ii) 

multiplicar rápidamente los genotipos de Coffea canephora en las regiones en 

donde la multiplicación por esquejes presenta problemas, o bien, para acelerar 

la instalación de jardines clónales (Berthouly, 1997). 

1.4.3.1 Propagación por microestacas  

 

La técnica de microestacas del cafeto fue desarrollada separadamente por 

Dublin en 1980 y en 1984 y por Custer en 1980, Berthouly, 1997, (H. Etienne, 

2002). La propagación in vitro por microestacas, consiste en el cultivo de un nudo 

o entrenudo proveniente del vástago de la planta, con el fin de obtener nuevos 

vástagos mediante el desarrollo de yemas preexistentes o neoformadas, las 

cuales podrán, a su vez, proporcionar nuevos esquejes, o ser enraizados, 

obteniéndose así múltiples plantas, idénticas, en principio, a la planta madre 

(Solano, 2001).Está técnica comprende tres fases: i) instalación del material 

vegetal in vitro, seguida de la obtención de micro tallos provenientes de la 

inducción de yemas axilares; ii) multiplicación de los micro tallos y iii) 

enraizamiento in vitro de los micro tallos y su aclimatación a condiciones de 



 
  

 

20 
 

invernadero. La principal ventaja de esta técnica es la garantía de una 

propagación genéticamente idéntica a la planta madre (Juma C, 1994) (Solano, 

2001). Sin embargo, esta técnica sigue siendo una metodología costosa ya que 

tiene una manipulación muy alta, además, que ofrece una tasa de multiplicación 

limitada (Etienne H, 1999). La alta contaminación por bacterias y hongos y la 

oxidación fenólica que se manifiesta mediante la aparición de un color café en el 

medio de cultivo, en el cual se encuentran sembrados los explantes, representan 

problemas importantes que se presentan al utilizar la técnica de microestacas 

como metodología de propagación (Girón, 1998). Por estos motivos desde hace 

varios años las investigaciones se orientaron básicamente hacia el uso de la 

embriogénesis somática como herramienta de micropropagación (Berthouly y 

Etienne, 1999; Solano, 2001). 

1.4.4 Propagación por embriogénesis somática. 

 

La embriogénesis somática es la más clara expresión del fenómeno de 

totipotencia celular enunciado por (Haberland en 1902, Etienne et al., 1999; 

Solano, 2001). La totipotencia, es la capacidad de las células vegetales para 

formar un nuevo individuo genéticamente idéntico a la célula madre (Berthouly, 

1997). La embriogénesis somática es un proceso biológico por medio del cual se 

obtienen embriones perfectamente organizados a partir de células somáticas. 

Estos embriones somáticos se desarrollan al pasar por las fases (globular, 

torpedo y cotiledonar en plantas dicotiledóneas) idénticas a las del embrión 

cigótico (Ammirato, 1983). Los embriones somáticos presentan una estructura 

bipolar, con meristemos apicales y radicales en extremos de un mismo eje, en 

los cuales las características morfológicas son idénticas a las encontradas en los 

embriones cigóticos (Denchev et al., 1992; Abdelnour y Escalant, 1994; Solano, 

2001). Además, los embriones somáticos se caracterizan por no presentar 

conexión vascular con el tejido materno (Litz y Jarret, 1991). De manera general, 

la embriogénesis somática puede obtenerse por medio de dos estrategias: (i) 

una, denominada embriogénesis somática directa o embriogénesis somática de 

baja frecuencia y (ii) la otra, conocida como embriogénesis somática indirecta o 
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embriogénesis somática de alta frecuencia. Por medio de la embriogénesis 

somática directa o de baja frecuencia, se obtienen embriones directamente a 

partir de una célula individual o un grupo de células del explante, sin la formación 

previa de un callo. Esto ocurre, por ejemplo, con las células epidémicas del 

hipocótilo en la zanahoria silvestre y en Ranunculus sceleratus (Sondahl et al., 

1991; Denchev et al., 1992; Berthouly et. al., 1999; Quiroz- Figueroa et al., 2002). 

En la embriogénesis somática directa, las células embriogénicas están presentes 

y lo único que se requiere para la formación de los embriones somáticos, es la 

presencia de una sustancia inductora o la eliminación de una sustancia 

inhibidora, para que estas células reanuden su actividad mitótica y su desarrollo 

embriogénico (Sondahl et al., 1991; Quiroz et al., 2002). Esta estrategia se 

caracteriza por permitir, después de 13-15 semanas de cultivo en el medio de 

inducción, la obtención rápida de embriones somáticos bien constituidos 

(Etienne et al., 1999). La cantidad de embriones somáticos obtenidos por 

explante cultivado, de 1 a 10, es limitada en comparación a la cantidad obtenida 

a través de la embriogénesis somática indirecta (Berthouly, 1997). No obstante, 

presenta la ventaja de reducir considerablemente la variación somaclonal, 

obteniéndose una mayor uniformidad genética (Molina y Figueroa, 1996; Vicient 

y Martínez, 1998; Berthouly y Etienne, 1999). La embriogénesis somática 

indirecta o de alta frecuencia, permite la obtención de embriones a partir de 

callos, mediante el uso de dos medios de cultivo, uno de inducción de un callo 

embriogénico y otro para la regeneración de los embriones (Denchev et al., 1992; 

Berthouly y Etienne, 1999). 

1.5  Enfermedades relevantes en cultivo de café y sus características. 

 

La especie C. arabica al ser producida por autogamia posee una base genética 

estrecha y por ende es susceptible a diferentes plagas y enfermedades tales 

como la roya (Hemileia vastatrix), la antracnosis (Colletotrichum coffeanum) y la 

broca del café (Hypothenemus hampei Ferrari), mientras que la especie C. 

canephora es menos susceptible, debido a la gran variabilidad genética que 

presenta, por ser una especie alógama (Berthouly y Etienne, 1999). 
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1.5.1 Características del género de Roya (Hemileia vastatrix)-clasificación 

taxonómica. 

 

El principal causante de la baja producción en cultivos de café a nivel mundial es 

causada por el hongo biotrófico basidiomycete (Hemilea vastatrix). Se produce 

en casi todos los países donde se produce café. El patógeno causa lesiones en 

las hojas causando la defoliación. La temperatura óptima para la germinación de 

las esporas está entre 22ºC y la incidencia en la variedad, C. arábica oscila 

alrededor del 30% de las pérdidas si la enfermedad no está controlada (Rozo., 

2012). 

Reino: Fungi 

Phylum: Basidiomycota 

Subphylum: Puccioniomycotina 

Clase: Pucciniomycetes  

Orden: Pucciniales  

Género: Hemileia  

Especie: Hemileia vastatrix 

(SENASICA, 2016). 

 

 

Figura 1.3 Síntomas de roya en planta de café  

 

1.5.2 Ciclo de infección de la roya (Hemileia vastatrix) 

 

Hemileia vastatrix es un parásito obligado, sobrevive únicamente en tejido vivo 

del hospedante, las urediniósporas pueden sobrevivir hasta por 6 semanas bajo 

condiciones ambientales secas. No se han reportado hospedantes alternos y no 

sobrevive en restos del cultivo (APS, 2011). En la actualidad existen diversas 

estrategias para controlar la roya, como son el control químico y biológico, como 

se explican en la siguiente sección 
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Figura 1.4 Ciclo de infección de la roya de café y sintomatología.  

(APS, 2011) 

 

1.5.2.1 Control quimico de la roya en planta de café  

 

Los fungicidas a base de cobre fueron, por mucho tiempo, casi los únicos 

productos utilizados en el control de óxido de café, hasta que a partir de los años 

60 surgieron nuevos productos de diferentes composiciones químicas, algunos 

de amplio espectro, y otros, de uso más específico  

Aunque los fungicidas cúpricos (protectores) presentan eficacia comprobada en 

el control del óxido, desde que se aplica a intervalos de semanas (Bock, 1962), 

los fungicidas sistémicos presentan ventajas en relación con los protectores por 

ejercer un efecto curativo sobre las nuevas lesiones y la inhibición de la 

esporulación de las lesiones viejas. Los fungicidas sistémicos, entre ellos los del 

grupo químico de los triazoles, lanzados en el mercado después de 1976, han 

demostrado una elevada eficiencia en la reducción del inóculo residual, 

permitiendo el retraso del inicio de las pulverizaciones y la reducción de su 

número, cuando se aplican por medio de pulverizaciones o a través del sistema 

radicular (Silva- Acuña, 1990). 
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1.5.3 Control biológico de la roya de café  

 

     El control biológico puede definirse como el uso de un organismo para 

suprimir las actividades y poblaciones de otro organismo y se ha utilizado para 

manejar insectos plaga, patógenos y malas hierbas y otros tipos de plantas no 

deseadas. 

En el control biológico, se utilizan las esporas o los filtrados de cultivos que 

actúan por medio de productos metabólicos que ejercen acción sobre la pared 

celular, membrana y ácidos nucleicos de sus hospederos o por micoparasitismo 

matando las estructuras invadidas directamente, reduciendo de esta manera la 

concentración de esporas o la densidad poblacional, y por ende el ataque de 

muchos hongos fitopatógenos de importancia económica (Elad y Katan, 1980). 

El control biológico ofrece ventajas por su bajo costo, no contamina el 

ambiente, y no presenta problemas de residuos. Anteriormente el control 

biológico de enfermedades vegetales consideraba el uso exclusivo de 

organismos vivos para contrarrestar a los organismos patógenos, sin embargo, 

esta definición ha sido extendida a derivados de organismos e incluso a 

compuestos químicos que pueden mimetizar o disparar respuestas en la planta. 

Aunque la validación de estos productos en su mayoría ha sido bajo condiciones 

controladas, falta la transferencia a nivel de campo, para diferentes cultivos de 

importancia. Este conocimiento ha provocado una evolución del concepto del 

control biológico o manejo orgánico a un término mucho más adecuado como es 

un manejo de cultivo de bajo impacto ambiental. El control biológico actual puede 

clasificarse de acuerdo con su mecanismo de acción en 3 tipos principales (Sid 

Ahmed et al., 2000; Castro-Rocha, 2012): 

1.- Microorganismos antagonistas.  

2.- Fortalecedores o precursores de la actividad antagónica u organismos 

benéficos.  

3.-Inductores de mecanismos de defensa vegetal. 
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El control biológico de organismos tipo roya ha sido evaluado en muchos cultivos 

con buenos resultados y en el caso del cafeto se han usado microhongos y 

bacterias de la superficie de las hojas) para control de roya del cafeto (Ganley et 

al., 2008, Jackson et al., 2012.) 

La recurrencia de las epidemias de roya junto con el impacto socio-económico y 

ambiental que conlleva la prevención, manejo y control de las mismas, 

principalmente mediante el uso de químicos fungicidas, son motivos 

significativos para más investigación y desarrollo de alternativas de control. 

En el caso del cafeto, se han aislado hongos y bacterias endófitas a partir de 

hojas, frutas, raíces y semillas en diferentes países de América, África y Asia, 

con el propósito de caracterizar su diversidad y estudiar su potencial de controlar 

plagas y patógenos de este cultivo. 

En cuanto a búsqueda de controladores biológicos de H. vastatrix en el 

microbioma del cafeto, se han reportado especies de bacterias de los géneros 

Bacillus y Pseudomonas con capacidad de inhibir la germinación y reducir la 

incidencia de (Shiomi et al., 2006). 

1.5.3.1 Control biológico clásico. 

 

Uso de un agente de control biológico que proviene del mismo sitio de origen y 

que ha coevolucionado con el organismo que se quiere controlar. 

1.5.3.1.1 Control biológico aumentativo 

Detección de enemigos naturales del organismo que se quiere controlar en sitios 

diferentes a su lugar de origen y el posterior aumento de los niveles del mismo 

en áreas seleccionadas para que los mismos supriman las actividades o 

poblaciones del organismo a ser controlado. En el caso particular del cafeto se 

ha evaluado esta estrategia para control biológico de H. vastatrix usando 

bacterias endofíticas y se han obtenido resultados prometedores en Brasil 

(Shiomi et al., 2006.) 
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1.5.3.1.2 Control biológico mediante conservación  

Manejo del ambiente para incrementar la sobrevivencia, capacidades fisiológicas 

y/o efectividad de un agente de control biológico sobre un organismo blanco en 

un área específica (Barbosa 1998). 

1.5.3.2 Manejo integrado del cultivo de café (MIP) 

 

Los métodos de combate, formados por un número variable de tácticas, pueden 

ser operados en un programa de MIP. Estos incluyen desde la utilización de 

medidas legales, como la erradicación y las cuarentenas, hasta la manipulación 

de los cultivos, las plagas y sus enemigos naturales (Andrews, 1989). Además 

de los métodos legales, en el MIP se incluyen el uso de enemigos naturales 

(combate biológico), el uso de cultivares de cultivos resistentes o tolerantes a 

enfermedades e insectos, una serie amplia de prácticas agrícolas, y el uso de 

los combates mecánicos, físicos, etológicos, autocidas y químicos. 

Tipos de plaguicidas, según sus orígenes y propiedades: sintéticos o naturales, 

insecticidas, herbicidas, fungicidas, nematicidas, rodenticidas, otros. 

 Agentes de combate biológicos: microorganismos, parasitoides y 

depredadores. 

 Tácticas de combate con prácticas agrícolas. 

 Tipos de cultivares resistentes. 

(Coronado, 2000) 

1.5.3.3 Microorganismos antagonistas  

 

En el control biológico de fitopatógenos, los organismos antagonistas juegan un 

papel muy importante por presentar características de agresividad, persistencia, 

rápido crecimiento, desarrollo y capacidad de colonizar el medio donde se 

encuentra el agente causal de la enfermedad, aun en condiciones de “stress” 

nutricional. 

El antagonismo como mecanismo se basa en la activad inhibitoria directa que 

ejerce un microorganismo sobre otro y que presenta acciones opuestas en un 
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mismo sistema (Cotes, 1993). En la micro-biota del suelo existe una gran 

variedad de microorganismos que ejercen actividad antagónica contra 

patógenos de plantas, manteniendo de esta manera un equilibrio natural 

(Trapero, 2000). 

1.5.3.3.1 Trichoderma Harzianum 

 

El género Trichoderma sp. son unos de los organismos saprofitos naturales del 

suelo, los cuales le proporciona ventajas, tales como antibiosis, competencia por 

nutrientes, espacio y micoparasitismo, mecanismos que actúan 

coordinadamente. Su importancia en el proceso de bio-control depende de la 

cepa de Trichoderma empleada, al hongo que se requiere controlar, el tipo de 

planta o cultivo y algunas condiciones ambientales, como pH, disponibilidad de 

nutrientes, humedad relativa, temperatura y concentración de hierro (Benítez et 

al., 2004). 

En la rizósfera se presenta una competencia continua por espacio y alimento 

entre los microorganismos que la habitan. Ciertas especies de Trichoderma sp. 

tienen un potencial antagónico debido a su potencial para producir compuestos 

anti-fúngicos, enzimas extracelulares y sustancias antibióticas (Harman et al., 

1996). También a la capacidad de luchar por espacio y nutrientes frente a otros 

hongos. Fuera de estas características, es un agente promotor del crecimiento 

de las plantas e inductor de la resistencia sistémica (Hermosa et al., 2000). 

Trichoderma sp. tiene la capacidad de colonizar y adaptarse a diferentes 

clases de sustratos en condiciones controladas, generando como resultado una 

limitación del crecimiento de los organismos (Borrero y Silva, 2005). 

1.5.3.3.2 Bacillus subtillis  

 

Bacillus subtillis pertenece a la familia bacillaceae, genero Bacillus es un bacilo 

Gram-Positivo catalasa-positivo, aerobico estricto (aunque puede crecer en vía 

anaeróbica), productor de endosporas, de antibióticos y matriz extracelular 

(biofilm) que comúnmente se encuentra en el suelo. El potencial de B. subtillis 
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se basa en la capacidad de moléculas bioactivas, que muestran fuertes 

propiedades antifúngicas, junto con la baja toxicidad, alta biodegradabilidad y 

características amigables con el medio ambiente en comparación con los 

pesticidas químicos (Chen et al. 2008). 

1.5.3.4 Inductores de defensa vegetal 

 

La defensa de las plantas al ataque de patógenos es un complejo de reacciones 

químicas armónicamente engranadas. Cuando un patógeno penetra un tejido 

vegetal, la planta inmediatamente reconoce al invasor y activa las alarmas 

internas para bloquear el ataque y frenar la infección.  Los receptores de 

membrana captan la señal del invasor infeccioso y envían señales químicas al 

núcleo celular, donde se desencadena la síntesis de proteínas y sustancias de 

defensa. 

Dentro de los mecanismos de defensa, se encuentran las reacciones 

hipersensibles, producción de fitoalexinas, formación de barreras estructurales, 

proteínas relacionadas con la patogénesis y la resistencia sistémica. La 

resistencia inducida es una forma de defensa activa que involucra la expresión 

diferencial de genes y cambios metabólicos que ocurren como consecuencia de 

un proceso de reconocimiento específico entre la planta y el patógeno. (Madriz, 

2002). 

Incluso la muerte celular programada es un mecanismo de respuesta, que 

mediante la lignificación de paredes celulares forma una red con compuestos de 

celulosa, pectina y hemicelulosa que actúan como barrera física (Greenberg, 

1997). 

1.5.3.4.1 Quitosano 

 

El quitosano, también llamado quitosana, quitosan o chitosán, es un polisacárido 

lineal compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de β-(1-4) D-

glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad 

acetilatada). El quitosano se produce comercialmente mediante la desacetilación 
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de la quitina, que es un elemento estructural en el exoesqueleto de los 

crustáceos (cangrejos, gambas, camarones, jaibas, langostas, etc). El quitosano 

se emplea principalmente como un complemento en el crecimiento de las 

plantas, debido a sus propiedades como sustancia que permite promover la 

defensa de las plantas contra infecciones provocadas por hongos. La actividad 

fungicida del quitosano se ha estudiado, tanto in vitro (El-Ghaouth et al., 1992) 

como in vivo (Li y Yu, 2001; Yu et al., 2007). El quitosano inhibe a una multitud 

de especies de hongos, exceptuando, o siendo menos efectivo con aquellas que 

lo poseen en sus paredes celulares (Roller y Covill, 1999; Allan y Hardwiger, 

1979). En la actualidad el uso del quitosano y sus derivados ha sido una nueva 

alternativa al promover la inducción de mecanismos de defensa vegetal contra 

diferentes fitopatógenos, incluyendo Phytophthora sp., sensibilizándolas para 

responder más rápidamente a su ataque. El quitosano tiene otra propiedad como 

un agente antimicrobiano, al inhibir el crecimiento de hongos, bacterias y virus 

fitopatógenos. Los mecanismos de defensa que el quitosano activa es la síntesis 

de lignina y calosa, la inducción de la fenilalanina amonioliasa (PAL), biosíntesis 

de fitoalexinas, producción de inhibidores de proteasas y proteínas relacionadas 

con la patogénesis (PR) como son: quitinasas, glucanasas, peroxidasas (POD) 

y quitosanasas (Rodríguez-Pedroso, 2009). Otro estudio fue el realizado por 

(Falcón et al., 2002), utilizaron al quitosano y su hidrolizado enzimático en 

plantas de tabaco, donde se determinó la capacidad para inducir marcadores de 

resistencia. Para esto se evaluó la actividad de la quitinasa, glucanasa y PAL 

contra Phytophthora parasitica var. nicotianae. Se mostró una inducción de la 

quitinasa y glucanasa por quitosano, en el caso del hidrolizado enzimático hubo 

una inducción de PAL y β 1-3-glucanasa. El quitosano es un compuesto natural 

que se ha observado que presenta un importante potencial para inducir una serie 

de reacciones de defensa. Por lo que, representa una buena alternativa en la 

sustitución de una amplia gama de plaguicidas de alta persistencia promoviendo 

de esta forma el uso de compuestos totalmente biodegradables y no tóxicos para 

los seres humanos y los vertebrados (Porras et al., 2009). 
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1.5.3.4.2 Fosfitos  

Los fosfitos de potasio son producidos por reacción química del ácido fosforoso 

con hidróxido de potasio, y dan como resultado un compuesto que aporta fosforo 

y potasio en forma disponible y asimilable, que además de nutrir los cultivos, 

actúa como inductor de resistencia, frente al ataque de hongos fitopatógenos.  

En estudios de aplicación de fosfitos vía foliar realizados en Rosa (Rosa sp), por 

(León et al., 2015), se encontró que el fosfito de potasio mejoró la resistencia con 

6.54% de incidencia y 8.13% de severidad para “Oídio” (Sphaerotheca pannosa); 

y con 7.11% de incidencia y 11.46% de severidad para “Mildiu velloso” 

(Peronospora sparsa). 

1.5.3.5 Estudio de interacción planta - patógeno 

 

La multifuncionalidad de los microorganismos en los sistemas agrícolas se 

expresa de acuerdo con una serie de factores bióticos, como la competencia con 

otros microorganismos, la composición biológica del suelo, el reconocimiento 

planta-microorganismo y viceversa. Igualmente, factores abióticos, como la 

climatología, las características físicas y químicas del suelo, que influyen 

directamente en el tipo de interacción de estos organismos y la expresión de los 

efectos benéficos o determinantes en el desarrollo de las especies vegetales 

(Radjacommare et al., 2010). Es difícil predecir el resultado de las interacciones 

entre plantas y microorganismos benéficos del suelo y, más aún, entre las 

especies de microorganismos; no obstante, las comunidades microbianas 

asociadas con el sistema de raíces, se considera que desempeñan un papel 

clave en el desarrollo de prácticas agrícolas sostenibles. La respuesta de las 

plantas a la inoculación depende de las compatibilidades funcionales en la 

fisiología y en la bioquímica de la interacción, entre los componentes 

microbianos; así arroja diferentes respuestas, dependiendo de la combinación 

de los microorganismos (Vázquez et al., 2000).  

En la interacción entre dos o más microorganismos se espera ver un tipo de 

reacción tanto de la planta como el huésped que se encuentra en ella, en el caso 

de interacción planta-patógeno se espera una interacción de parasitismo de 
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parte del patógeno, ya que este se beneficia y la planta es afectada, pero cuando 

también está en interacción un antagonista el esquema cambia de parasitismo 

del patógeno con la planta a competencia del patógeno con el antagonista ya 

que la función de este es contrarrestar la actividad patogénica y además de que 

su interacción con la planta es protocooperación y ambos pueden ser 

beneficiados. En el caso de Trichoderma sp. la interacción que realiza contra 

algunos patógenos puede diferir ya que interactúa de diferentes maneras cuando 

entra en contacto con un patógeno, unas de sus funciones son el 

micoparasitismo ya que inhibe al patógeno invadiendo su crecimiento, otra 

acción que realiza Trichoderma sp. contra patógenos, es la alelopatía ya que 

mediante este tipo de interacción perjudica o elimina al patógeno expulsando 

sustancias químicas que pueden afectar seriamente los procesos por el cual el 

patógeno establece su interacción con la planta. También el patógeno interactúa 

de forma similar con la planta ya que produce enzimas que penetran la pared 

celular comenzando así su infección.  

En el caso de la interacción planta-antagonista, esta se realiza en forma de 

protocooperación ya que los dos se benefician o en casos se realiza en forma de 

facilitación en la que al menos uno de los dos es beneficiado, en este caso 

Trichoderma sp. se beneficia al colonizar la raíz de la planta ya que puede 

desarrollarse y de esta forma la planta es beneficiada al tener su raíz protegida 

de patógenos, además de que Trichoderma sp. tiene mecanismos inductores de 

defensa mediante enzimas que sirven de señal de activación para que los 

mecanismos de defensa vegetal de la planta entren en función. En algunos 

trabajos en los que se han evaluado este tipo de interacciones, se ha 

corroborado que Trichoderma sp. es capaz de inducir los mecanismo de defensa 

de las plantas, como en el trabajo realizado por (Marra et al., 2006), ellos 

estudiaron la interacciones entre dos patógenos B. cinerea y R. solani en 

confrontación con T. atroviride en plantas de frijol, donde observaron que el 

proteoma de la planta, proteínas relacionadas con la patogénesis específica y 

otros factores relacionados con la enfermedad (es decir, genes de resistencia 

potenciales) parecen estar asociados con la interacción con uno de los dos 

patógenos y / o T. atroviride. Esta conclusión está de acuerdo con la capacidad 
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demostrada de Trichoderma sp. para inducir resistencia sistémica contra 

diversos patógenos microbianos.  

1.5.3.6 Mecanismos de defensa vegetal – respuesta de la 

planta al ataque del patógeno 

Las plantas poseen mecanismos preformados e inducibles para resistir 

patógenos.   

Invasión: Existen barreras morfológicas denominadas metabolitos secundarios o 

(fitoalexinas), y las proteínas antimicrobianas que deben ser evitadas o 

superadas para que los patógenos puedan invadir una planta. Una vez que el 

contacto ha sido establecido, inductores producidos y lanzados por el patógeno 

inducen mayor defensa a la planta, que comprende el esfuerzo de las paredes 

celulares como la producción de fitoalexinas y la síntesis relacionada con la 

defensa (Slusarenko et al., 2000). 

Las plantas poseen resistencia contra sus patógenos que en su caso puede ser 

superada, manipulada o reprimida por patógenos para permitirles una infección 

exitosa (Cui J. et al., 2005, Nomura K. et al., 2005, Schulze-Lefert P. 2004, 

Zimmerli L. et al., 2004). 

Existen compuestos de señalización los cuales forman parte de los mecanismos 

de defensa de las plantas como el ácido salicílico (SA), ácido jasmónico (JA) o 

etileno (ET), producidos durante la infección. (Kunkel BN, Brooks DM. 2002).  
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1.6  Planteamiento del problema 

 

El café es un cultivo de importancia en México. Uno de sus principales problemas 

fitosanitarios es la roya amarilla del cafeto causada por el parasito obligado 

(Hemileia vastatrix). La Roya es la enfermedad más destructiva del cafeto y la 

de mayor importancia económica a nivel mundial, debido a que provoca la caída 

prematura de las hojas, propiciando la reducción de la capacidad fotosintética, 

así como el debilitamiento de árboles enfermos y en infecciones severas pude 

ocasionar muerte regresiva en ramas e incluso la muerte en árboles. A su vez, 

el cultivo de café es considerado como el producto agrícola más importante en 

el comercio internacional, y una mínima reducción en el rendimiento o un ligero 

aumento en los costos de producción de este cultivo por efecto de H. vastatrix, 

pude tener un gran impacto en los países cuyas economías son totalmente 

dependientes de las exportaciones. El impacto económico de H vastatrix en el 

cultivo de café no solo se debe a la reducción de la cantidad y la calidad de la 

producción, sino también a la necesidad de implementar costosas medidas de 

control en los cultivares susceptibles. La base racional para el manejo químico 

de la roya del café es el aspecto fenológico de la planta, para entender el periodo 

de mayor susceptibilidad e impacto en el manejo. Sin embargo, el manejo 

químico tiene el inconveniente de su toxicidad y un impacto negativo del medio 

ambiente. Por este motivo, se hace necesario el desarrollo y evaluación de 

nuevas tecnologías para el control de la enfermedad de bajo impacto ambiental 

que incluye microorganismos de control biológico (Trichoderma sp., Bacillus 

subtillis ) y bioestimulantes (elicitores o inductores de defensa vegetal, quitosano 

BTH, etc.).Para lograr estas evaluaciones es indispensable contar con plantas 

sanas (libres de patógenos), de tal manera que nos permita asegurar que las 

respuestas y efectos observadas durante las evaluaciones no sean por 

patógenos externos. En este trabajo se busca evaluar la inducción de 

mecanismos de defensa de plántulas de café libres de patógenos para el control 

de la roya amarilla del café. 
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1.7 Justificación 

En 1974 la roya anaranjada del café llegó al continente luego de un largo trayecto 

por varias regiones desde su origen en África. Logró prosperar debido a que se 

completaron los componentes del llamado triángulo de la enfermedad: la 

presencia de H. vastatrix en nuestro continente, planta hospedera susceptible y 

condiciones climáticas favorables. La roya amarilla del cafeto es una de las 

enfermedades más graves de la planta del café, ya que limita seriamente la 

producción del grano a escala mundial. En México representa un gran peligro, 

puesto que existen muchas regiones productoras de este grano principalmente 

el estado de Chiapas, con variedades de plantas muy susceptibles a ella, a tal 

grado que en el ciclo 2013-2014 alcanzó niveles epidémicos y la producción del 

café se redujo un 23%. Esta enfermedad es provocada por el hongo Hemileia 

Vastatrix, que ataca a las hojas y provoca debilitamiento de la planta en plazos 

muy cortos. 

En 1974 la roya del café llego al continente americano y debido a las 

condiciones ambientales propicias como: la salpicadura de las lluvias que 

dispersa el hongo entre las hojas y entre plantas; las temperaturas entre 21 °C y 

25 °C; lluvia abundante con la que una capa de agua se queda en las hojas 

durante varias horas; baja intensidad luminosa que permite la germinación de las 

esporas provocó que esta enfermedad se propagara por todos los cultivos 

cafetaleros. (Huerta.ECOSUR., 2016). 

La demanda actual de café en el mercado mundial exige elevar la producción 

para de esta manera poder competir en calidad y precio. Una producción alta de 

café solo puede lograrse mediante la contribución de varios factores: a) uso de 

variedades resistentes b) densidad de siembra adecuada, c) control fitosanitario. 

(Carvajal, 1984) 

Debido a la grave crisis por la que atraviesa el cultivo de café a causa de los 

problemas fitosanitarios ocasionados por el hongo Hemileia vastatrix es 

necesario mantener el cultivo, incrementar rendimiento con base a la 

identificación y propagación de (variedades resistentes y mejoradas y darle un 

manejo integrado al cultivo), con un enfoque sustentable.  
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Atendiendo el problema de la roya en cultivos de café en la región sur del 

país  y teniendo en cuenta las altas problemáticas de los productos 

convencionales utilizados en la actualidad que son de origen químico causantes 

de daño a la salud, se requiere utilizar nuevas alternativas de control de la 

enfermedad, de tal manera que el presente trabajo tendrá como objetivo; evaluar 

diferentes bioestimulantes en el control de la roya amarilla en plántulas de café 

propagadas in vitro, para así identificar nuevas variedades con resistencia que 

servirán  como incremento en  producción del café  en el país. 
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1.8 Hipótesis 

 

El quitosano como bioestimulante en plantas de café tendrá un efecto de 

inducción de resistencia contra la roya amarilla (Hemileia vastatrix). 
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1.9 Objetivos 

 

1.9.1 Objetivo general 

 

Evaluar diferentes bioestimulantes e inductores en el control de la roya (Hemileia 

vastatrix) en plantas de café provenientes vivero como plantas propagadas in 

vitro. 

1.9.2 Objetivos particulares 

 

 Establecer y evaluar diferentes estrategias de propagación de plantas de 

café (Coffea arabica) a partir de semillas. 

 Evaluar el efecto de bioestimulación de cepas nativas de Trichodermas 

sp. en el desarrollo de plántulas de café 

 Establecer el modelo de infección de Hemileia vastatrix bajo condiciones 

controladas. 

 Evaluación de la efectividad biológica in vitro del quitosano contra la roya 

(Hemileia vastatrix) en plantas de café   
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1.10 Estructura y desarrollo del escrito de tesis 

 

Los resultados se presentan en tres secciones, cada uno enfocado al 

cumplimiento de los objetivos específicos. 

En el primer capítulo se desarrolla la introducción, el marco teórico (revisión 

bibliográfica), el planteamiento del problema, la justificación, la hipótesis y los 

objetivos.  

En el segundo capítulo se evaluó y comparó el desarrollo del café en diferentes 

sistemas de propagación, partiendo de la germinación de semillas.  

En el tercer capítulo se evaluó el efecto en el desarrollo y bioestimulación de 

diferentes cepas de (Trichoderma sp.) en plántulas de café (Coffea arábica) en 

condiciones in vitro y ex vitro.  

En el cuarto capítulo se evaluaron diferentes condiciones de infección de la roya 

(fotoperiodo, temperatura, humedad relativa), para generar inoculo del hongo 

(Hemileia vastatrix) en cafetos.  

En el quinto capítulo se describe la evaluación de los efectos en los mecanismos 

de defensa vegetal contra la roya de café Hemilea vastatrix con el uso previo de 

quitosano (alto peso molecular) en plantas de café. 

En el sexto capitulo se realiza una discusión general de los resultados de la tesis. 
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2. CAPÍTULO 2. 

 

2.1 Evaluación de germinación y desarrollo de plántulas café (Coffea 

arabica) en diferentes sistemas de propagación in vitro. 

2.1.1 Resumen 

 
Se evaluó la germinación y el desarrollo de cafeto en diferentes sistemas de 

propagación convencional y biotecnológica, todas las semillas se sometieron a 

un tratamiento de desinfección y se colocaron en sustrato (estéril y no estéril), 

en papel filtro, en un sistema cerrado con medio (semisólido) y en el sistema de 

inmersión temporal (SIT) bajo condiciones in vitro (25°C en fotoperiodo, 16h luz) 

durante 40 días. A los 14 días de evaluación se obtuvo el 100% de germinación 

en todos los sistemas, excepto en sustrato no estéril (8.33% de germinación), en 

cuanto al desarrollo de la plántula el único sistema que desarrollo los cotiledones 

y hojas verdaderas fue el SIT, mientras que en los otros sistemas ninguno 

desarrollo os cotiledones, hasta el último día de evaluación, por lo que el mejor 

tratamiento para obtener plántulas en menor tiempo es el SIT. 

Palabras clave: Coffea arabica, sustrato, Sistemas de Inmersión Temporal 

(SIT), germinación in vitro, Papel filtro, plántulas, cotiledones. 

 

2.1.2 Introducción  

 

El café (Coffea arabica.) es una planta originaria de Etiopía donde se desarrolla 

a una altura de 1,000 a 2,000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) y a una 

temperatura de 10 °C a 20 °C, las variedades y especies de café se desarrollan 

y adaptan bien en las regiones de la zona tropical. (Haarer, A. E., 1958) 

En los últimos 10 años el café reportó su nivel mínimo en producción a nivel 

nacional con 835.380 Toneladas de café en cerezo. México cuenta con 

condiciones ideales para el cultivo del café, con zonas montañosas del sureste 

del país que se encuentran a altitudes mayores a 900 metros sobre el nivel del 
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mar, así como temperaturas que van de los 17.5 a 25.3°C. La caficultura en el 

país representa una actividad fundamental en el sector agrícola, no sólo por el 

valor de su producción, sino además por ser un importante generador de divisas, 

además por las bondades que ofrece al ser un cultivo de gran relevancia 

ambiental, puesto que el 99% de los predios cafetaleros se establecen bajo 

sombra (SIA-SAGARPA., 2015).  

Por otra parte la producción de café reportó su nivel mínimo desde que se 

tiene registro uno de los principales factores que explican la disminución de la 

producción nacional durante la década reciente son la disminución de la 

superficie cosechada y la reducción de la productividad de los cafetales, 

relacionada principalmente con la avanzada edad de las plantaciones y 

afectaciones de la roya de la hoja de café, causada por el hongo Hemileia 

vastatrix (Uredinales) es la principal enfermedad de variedades susceptibles de 

Coffea arabica alrededor del mundo. Aunque todo su ciclo de vida ocurre en las 

hojas, la clorosis y la defoliación afectan el llenado y la maduración de granos de 

café, reduciendo el tamaño y la calidad del grano (SAGARPA, 2016). 

En la naturaleza, el café se reproduce por semillas (Coste, 1968). En Coffea 

arabica, después de un proceso de selección relativamente largo, unos veinte 

años como mínimo, las variedades comerciales son propagadas por semillas en 

viveros. Esta selección permite obtener una variedad generalmente estable y 

homocigótica con los caracteres buscados (Etienne et al., 1999). Otra de las 

técnicas usadas en la multiplicación de plantas, es la propagación vegetativa, 

que permiten la multiplicación idéntica o clonación del material a gran escala 

(Etienne et al., 1999; Solano, 2001). La multiplicación vegetativa juega un papel 

importante en especies perennes como el café, el cual puede ser propagado 

vegetativamente por medio de estacas o injerto (Coste, 1968; Solano, 2001). Los 

nuevos avances en la biotecnología generaron nuevas técnicas en  propagación 

de plantas entre las cuales se encuentra la  propagación por microesquejes, que 

consiste en el establecimiento de nudos o entrenudos proveniente del vástago 

de la planta, con el fin de obtener nuevos vástagos mediante el desarrollo de 

yemas preexistentes, las cuales podrán, a su vez, proporcionar nuevos esquejes, 
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o ser enraizados, obteniéndose así múltiples plantas idénticas a la planta madre 

(García y Rafael, 1989; Solano, 2001).  

La propagación in vitro es una herramienta muy efectiva para generar plantas 

en la mayor parte del año, sin embargo, la tendencia por introducir nuevas 

tecnologías ha sido cada vez más progresiva, por lo que se implementó la 

semiautomatización de la micropropagación por sistemas de inmersión temporal 

(SIT) que ofrece una estrategia practica en la reducción de costos de producción 

(Mordocco, 2009). Los SIT son biorreactores semiautomatizados diseñados para 

la propagación masiva de tejidos, embriones u organelos con medio líquido. El 

principio de estos sistemas es la inmersión de explantes tiempo y frecuencia 

determinado. Se ha demostrado que los SIT son herramientas poderosas para 

la micropropagación de plantas (Lorenzo, 1998). 

Debido a la lenta y baja propagación de plantas de café en vivero con altos 

problemas fitosanitarios como la roya de café (Hemileia vastatrix) y por la baja 

germinación al ser una semilla recalcitrante, es necesaria la búsqueda de nuevas 

alternativas mediante el uso de herramientas biotecnológicas (técnicas de cultivo 

de tejidos in vitro en medio semisólido y SIT), como alternativas para la rápida 

propagación clonal de cafetos, libre de patógenos e independiente de la 

influencia estacional del ambiente para satisfacer la demanda de plántulas con 

mejor calidad, libres de enfermedades y en menor tiempo. Por lo anterior en este 

trabajo se evaluaron diferentes estrategias de propagación de semillas de café 

(Coffea arábica) 

2.1.3  Materiales y métodos 

 

2.1.3.1 Material vegetal. 

Se recolectaron semillas de café (Coffea arabica var. Typica) de huertos de 

traspatio ubicados con las coordenadas (20°24’44’’N 103°23’30’’W), Municipio 

de Tlajomulco Zúñiga, perteneciente a la región centro del estado de Jalisco. Las 

semillas se trasladaron a las instalaciones del Tecnológico Nacional de México 

Campus Tlajomulco en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Planta Piloto para 

ser procesadas. 
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Figura 2.1 Recolecta de café (Coffea 
arabica) en huertas de traspatio San Miguel 
Cuyutlán, Tlajomulco de Zúñiga Jalisco.  

A). Planta de Café (Coffea arabica), B). 
Semillas de café 

 Las semillas se lavaron con agua corriente, se despulparon manualmente 

(eliminación de pericarpio, pulpa, capa de pectina y pergamino) y se sometieron 

a una solución de cloro al 10% con 1mL de tween 80 por litro de solución durante 

15 min, posteriormente se enjuagaron con agua corriente y se secaron en un 

secador de charolas (marca Polinox modelo TABIM094) a una temperatura de 

30±2°C durante 24 horas, ver figura 2.2, posteriormente las semillas se 

conservaron en un frasco de vidrio a temperatura ambiente (aproximadamente a 

25±2°C) para su posterior uso. 

 

Figura 2.2 Proceso de cosecha, lavado, despulpe y secado de semillas de café 

 

2.1.3.2 Sistema de Inmersión temporal (SIT). 

 

Para el armado de biorreactores, Sistema de Inmersión Temporal (SIT), 

se efectúo de acuerdo a Berthouly y colaboradores (2005). Se emplearon frascos 

de vidrio con capacidad de medio litro con tapas metálicas, se realizaron dos 

orificios a la tapa, en los cuales se fijaron fitting de plástico para fijar las 

mangueras al sistema con su respectivo filtro hidrofóbico de 0.22 micras. Se 
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realizó la conexión de dos frascos a través de las mangueras (ver figura 2.3A), y 

se instalaron en el sistema previamente armado, conectado a un compresor de 

aire para permitir los recambios de medio de un frasco a otro para permitir la 

inmersión del explante en el medio de cultivo (ver figura 2.3B). 

 

Figura 2.3 Armado de biorreactores tipo Sistemas de Inmersión temporal (SIT).  

A. Frascos gemelos conectados entre sí por medio de mangueras y filtros; B. 

Biorreactores tipo SIT conectados al compresor  

 

2.1.3.3 Protocolo de desinfección de semillas de café  

Para el establecimiento de las semillas en condiciones in vitro, las semillas 

despulpadas y secas (ver sección 2.1.3.1.) se les eliminó manualmente el 

endocarpio (pergamino) y se sometieron a un proceso de desinfección en 

condiciones asépticas con soluciones estériles, se colocaron las semillas en una 

solución desinfectante con benomilo (1g L-1) y estreptomicina (0.3 g L-1)  durante 

20 minutos, posteriormente se realizaron 3 enjuagues con agua destilada, 

enseguida se colocaron en una solución al 30% de cloro comercial (cloralex) 

durante 20 minutos y se les dio tres enjuagues con agua destilada, después se 

sometieron en etanol al 70% por 2 minutos y se realizaron nuevamente 3 

enjuagues con agua destilada, finalmente se transfirieron en una solución con 

0.1 g L-1 ácido ascórbico y 0.15 g L-1 ácido cítrico durante 1 minuto y se 

transfirieron en el medio semisólido en condiciones de obscuridad a 27±°C  
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2.1.3.4 Preparación de Medio de Cultivo para la 

germinación 

 

Se preparó medio de cultivo ZG para la germinación de la semilla de café 

(Quiroz et al., 2006) suplementado con 0.1mg L-1 de ácido naftalenacético (ANA) 

y 0.5 mg L-1 de cinetina, también se adicionó 30 g L-1 de sacarosa y 4 g L-1 de 

gelrite. Se ajustó el pH a 5.8 antes de adicional el gelificante, en el caso del medio 

semisólido y para los biorreactores se realizó el mismo medio de cultivo sin 

adicionar el gelificante. Para el caso de los otros tratamientos se preparó una 

mezcla de sustrato al 60% de peat moss, 20% perlita y 20% dolomita, 

agregándole agua destilada para llevar el sustrato a capacidad de campo para 

su posterior esterilización a 120 °C a 117 kPa, durante 20 minutos. 

2.1.3.5 Establecimiento del Experimento 

Una vez desinfectadas las semillas fueron transferidas a los siguientes 

tratamientos: TG0 (Control) Sustrato no estéril 2:1:1 (Peat moss, Perlita y 

Dolomita). TG1. Sustrato estéril; TG2. Semillas en papel filtro, TG3. Semillas en 

medio semisólido y TG4. Semillas en biorreactor (SIT), tiempo de inmersión 1 

minuto cada 6 horas. Los tratamientos TG0, TG1, TG2, TG3 se mantuvieron 

enun sistema cerrado (sin intercambio gaseoso), además todos los tratamientos 

se mantuvieron en las siguientes condiciones 25±2°C, fotoperiodo 16h durante 

22 días. La evaluación de la germinación se realizó los días 3, 5, 7, 10, 15 y 22, 

se consideró que la semilla germinó cuando la radícula rompe la testa (ver figura 

2.4). 

2.1.3.6 Evaluación de Desarrollo de Café 

Después de germinadas las semillas se evaluaron a los 40 días los siguientes 

parámetros de desarrollo de la plántula: longitud de la planta (LP), longitud del 

hipocótilo (LHP), número de cotiledones desarrollados (C), número de hojas 

verdaderas (HV), numero de raíces (NR), longitud de raíz principal (LRP), peso 

fresco (P-F) de cada uno de los tratamientos. Cabe aclarar que el parámetro de 

L-P se consideró la longitud a partir de la base del tallo hasta el ápice de la 

plántula. 
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2.1.3.7 Diseño Experimental 

Para el experimento de germinación de semillas y desarrollo de plántulas el 

diseño experimental fue de bloques completamente al azar, los datos 

presentados corresponden a la media de cuatro replicas, cada una con 3 

semillas. Los datos fueron sujetos a un análisis de varianza (ANOVA). La 

comparación de medias fue determinada por la prueba de Tukey (P<0.05). 

 

2.1.4  Resultados y discusiones 

 
Durante la evaluación de la germinación de semillas de café (Coffea arábica), se 

consideró que la semilla germinó, cuando se observaba la protusión de la 

rádícula, figura 2.4D-E, mientras que en la figura 2.4A-C, se muestran las 

semillas sin germinar, es decir que la radícula aún no ha logrado romper las 

cubiertas seminales de la semilla. Una vez establecido el criterio de germinación 

se observó que en el tratamiento T0 (sustrato son esterilizar), no se presentó 

germinación de semilla hasta el día 14 con un 8.33% de germinación de semilla, 

esto pudo deberse a que en el sustrato no estéril probablemente se encontraban 

microorganismos que pudieron afectar el proceso de germinación de la semilla. 

Para el sustrato estéril (TG1) el día 7 presentó un 25% de germinación 

incrementándose el día 11 y 14 con un 91.7 y 100% respectivamente. En el caso 

de la germinación de semilla en papel filtro (T2) fue el segundo tratamiento que 

tardo más tiempo en germinar, presentando una germinación de 8.33%, 41.67% 

y 100% en los días 7, 11 y 14 respectivamente. En el caso de tratamiento en 

medio de cultivo (T3), se aceleró el proceso comparado con los otros 

tratamientos (TG0, TG1 y TG2), en el que se obtuvo 41.67% de germinación 

desde el día 7 y el día 11 se obtuvo el 100% de germinación de semilla. El 

tratamiento en biorreactor aceleró la germinación obteniéndose 83% de 

germinación desde el día 7 y en el día 11 ya se tenía un porcentaje de 

germinación del 100%.  
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Figura 2.4 Determinación del inicio de la germinación en semillas de café (Coffea arabica). 

(A-C) Semillas no germinadas, D-E). Semillas germinadas. 
 

La semilla cigótica, contiene una planta embrionaria en su condición inactiva y la 

germinación es la reanudación de su crecimiento. La planta joven, protegida por 

diferentes capas de tejidos, tiene reservas para el metabolismo. La germinación 

inicia con la imbibición de agua, posteriormente con el alargamiento celular y 

finalmente con el aumento en el número de células, finalizando con la protrusión 

de la radícula (Toole et al., 1956). De acuerdo con lo anterior en este experimento 

el tratamiento en sustrato estéril (T1) y papel filtro (T2), son semillas que al 

germinar bajo estas condiciones activaron su metabolismo durante la imbibición 

y emplearon únicamente las reservas del endospermo de la semilla para 

promover la división y crecimiento celular para lograr la germinación, ya que el 

sustrato y el papel filtro no contiene componentes que puedan promover o 

acelerar el proceso de germinación.  

En el caso de medio de cultivo semisólido y líquido, este último empleado en el 

SIT contiene macronutrientes, micronutrientes, sacarosa, vitaminas y 

reguladores de crecimiento (ANA y cinetina), estos componentes son un aporte 

adicional para la semilla de café, los cuales favorecen la germinación acortando 

los tiempos e incrementando el número de semillas que logran la germinación. 

Antes de la imbibición, la mayoría de las células en tejidos meristemáticos de 

embriones de semillas (las únicas poblaciones celulares que proliferan) tienen 

un contenido de ADN G1 y metabólicamente se encuentran en un estado similar 

a G0, caracterizado por la ausencia de señales que favorezcan la proliferación 
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celular. Sin embargo, la imbibición no provoca una entrada inmediata en el ciclo. 

En cambio, hay un retraso de hasta varias horas antes de que la fase S se vuelva 

evidente (Vázquez y Sánchez, 2003). En investigaciones previas se ha 

demostrado que la adición de reguladores de crecimiento como auxinas (ANA) y 

citocininas (cinetina) tiene un efecto positivo durante la activación de ciclo celular 

(transición de la fase G1 a la fase S) durante la germinación, acortando los 

tiempos de la protusión de raíz y el porcentaje de germinación (Baíza et al., 1989; 

Reyes et al., 1991; Nikolić et al., 2006). Esto se puede observar en los resultados 

obtenidos en los tratamientos con medio de cultivo adicionado con citocinina 

(cinetina) y auxina (ANA) en los tratamiento TG3 y TG4 (SIT) en el que se aceleró 

el porcentaje de germinación obteniéndose un 100% de germinación desde el 

día 11, Figura 2.5, además cabe resaltar que dentro de las vitaminas que incluye 

el medio de cultivo, se encuentra la biotina que es necesaria para la germinación 

de semillas ya que tiene un papel fundamental en bloquear enzimas que inhiben 

la germinación de semillas, 7-ceto-8-aminopelargónico, KAPA (Kucera et al., 

2005), además de las vitaminas también contiene reguladores de crecimiento 

(auxinas y citocininas) que promueven la división celular, acelerando el proceso 

de germinación (Mok y Mok, 2001; Chiwocha et al., 2005; Kucera et al., 2005; 

Belin et al., 2009; Subbiah y Reddy, 2010), haciendo más eficiente el proceso de 

germinación de semillas en los tratamiento con medio de cultivo (TG3. medio 

semisólido y TG4 medio líquido). 
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Figura 2.5 Porcentaje de germinación de semillas de café (Coffea arabica) evaluados los días 
7, 11, 14 días 

 

En la evaluación respecto a la longitud en el desarrollo de las plantas en 

diferentes tratamientos (figura 2.6) nos permite apreciar la elongación de la 

planta completa tomando como referencia tanto el desarrollo de la raíz como el 

del área foliar y se tiene que en el tratamiento TG4 (biorreactor) es mayor el 

desarrollo que en los demás tratamientos (TG0, TG2, TG3). En el caso del 

tratamiento de sustrato estéril (TG1) se observó una altura similar que la del 

tratamiento TG4, sin embargo, este tratamiento no desarrollo aún los cotiledones 

en el día 40 de la evaluación. Este resultado puede deberse a que las plántulas 

de café en el biorreactor (TG4) al encontrarse en un sistema semiabierto permite 

el intercambio gaseoso, acelerando el desarrollo de la plántula. En el caso del  

tratamiento TG3 (medio semisólido), el cual se encuentra en un sistema cerrado 

en el que se carece de un intercambio gaseoso, presenta un desarrollo similar 

que las plántulas observadas en el sustrato estéril (TG1). En esta etapa de 

desarrollo de la plántula los cotiledones aún proporcionan energía a la plántula, 

en las primeras partes de la semilla que emergen del suelo son los cotiledones, 
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que caracterizan el crecimiento de la plántula epigeal, y se requieren de 3 a 4 

semanas para que los cotiledones agoten por completo el endospermo y estén 

libres de cualquier residuo del mismo (Eira, M.T.S et al., 2006), por lo que la 

energía que la plántula pudiera obtener del sustrato y del medio de cultivo es un 

complemento en esta etapa. Probablemente después de que se terminen las 

reservas que proporcionan los cotiledones se puedan observar las diferencias 

de desarrollo de la plántula en el sustrato y en el medio de cultivo semisólido.  En 

el caso de los tratamientos TG0 al TG2, las semillas tardan más en desarrollar 

la plántula de café, esto puede deberse a que el sustrato no estéril pudo contener 

microorganismos que tuvieron un efecto negativo durante la germinación, en el 

caso del papel filtro, este carece de nutrientes complementarios a los que 

contiene la semilla para acelerar el  desarrollo de la plántula.     

Cuadro 2.1 Parámetros de desarrollo de café (Coffea arábica) 

 40 días de Desarrollo    

T L-P* [cm] LHP C HV NR* LRP* P-F* 

TG0 1.20±0.00b 0.00±0.00b 0.0±0.0b 0.0±0.0b 0.33±0.14c 0.09±0.05b 0.36±0.03c 

TG1 5.65±0.19b 4.46±0.19b 0.0±0.0b 0.0±0.0b 9.17±0.65b 4.60±0.36b 0.64±0.07b 

TG2 3.27±0.12c 2.07±0.12b 0.0±0.0b 0.0±0.0b 2.50±0.19c 3.52±0.23b 0.56±0.03bc 

TG3 4.65±0.18bc 3.25±0.18b 0.0±0.0b 0.0±0.0b 7.50±0.51b 3.38±0.16b 0.72±0.08b 

TG4 5.85±0.16a 4.14±0.23a 2.0±0.0a 1.17±0.52a 17.60±1.59a 8.18±0.38a 1.55±0.4a 

L-P (Longitud de planta), LHP (Longitud de hipocótilo), C (Número de cotiledones desarrollados) HV (Número de hojas 

verdaderas), NR (Número de raíces), LRP (Longitud de raíz principal), P-F (Peso fresco).  

*En el cuadro se representan las medias con su desviación estándar, las diferentes letras entre columnas indican 

diferencias significativas (P < 0.05). 

 

En cuanto al crecimiento de raíz en plantas de café es fundamental para tener 

plantas más vigorosas y con mayores posibilidades de adaptación ex vitro por lo 

que el tratamiento TG4 (SIT) presentó el mayor número de raíces en 

comparación con el TG3 que tienen el mismo medio con la diferencia de que en 

tratamiento TG4 si hubo intercambio de gases y oxigenación. En el caso del 

tratamiento con sustrato estéril (TG1) presenta un desarrollo del sistema 

radicular similar al del medio semisólido (TG3), el cual se puede deber 

principalmente por las condiciones de oscuridad que se presenta en el interior 

del sustrato, estas tienden a desarrollar más. en cuanto al tratamiento TG2 el 
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desarrollo es mínimo por la falta de nutrientes la planta solo consume el almacén 

de almidones que le da el endospermo (fig. 2.6), en cuanto al tratamiento TG0 al 

ser el tratamiento que tardo más tiempo en germinar el desarrollo de la plántula 

es mínimo, ya que en este periodo de tiempo muchas de ellas apenas están 

germinando.  

Durante el desarrollo de las plántulas de café se tuvo un mejor crecimiento 

con respecto al peso fresco acumulado durante cuarenta días, fue en el 

biorreactor (TG4) con 1.55g, comparado con los demás tratamientos (Cuadro 

2.1), seguido de los tratamientos TG1, TG2 y TG3 con 0.64, 0.56 y 0.72g 

respectivamente, el tratamiento que presentó el menor peso fresco fue el 

tratamiento TG0 con 0.36g.   

En cuanto a hojas se puede observar que las plantas germinadas en los 

tratamientos TG0, TG1, TG2 y TG3 al día 40 aún no generaban ni los 

cotiledones, mientras que en el Biorreactor algunas llegaron a formar de 3 a 4 

hojas verdaderas, por lo cual se aceleró la germinación y desarrollo de la plántula 

en este sistema (Figura 2.6).  

 

Figura 2.6 Comparación de la germinación y desarrollo de plantas de café en diferentes 
sistemas de propagación. 

A) TG0. Control, B) TG1. Germinación en sustrato estéril, C) TG2 Germinación en papel filtro, 

D) TG3. Germinación en medio semisólido, E) TG4. Germinación en (SIT).    Bar = 1 cm 
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Existen diversas formas en la propagación in vitro de obtener plantas de 

importancia económica en cultivo de café se han reportado desde hace tiempo 

distintas formas de obtener plantas, ya sea a partir de estacas ó semillas (Solano, 

2001). Otra de las técnicas más novedosas es la multiplicación in vitro a partir de 

células embriogénicas somáticas directas e indirectas, algunos de los 

inconvenientes de estas formas de propagación es la constante mutación que 

pueda ocurrir por el uso de reguladores de crecimiento y por el avance 

simultaneo de generaciones, que en cultivo de café el mercado exige 

estrictamente la uniformidad genética, para que no se tengan variaciones en el 

sabor del producto final. Otro de los inconvenientes al usar células 

embriogénicas es el tiempo para la obtención de embriones que tarda de 13 a 

15 semanas y solo se obtienen de 1 a 10 por explante (Etienne et al., 1999) que 

una vez obtenidos pasan por otras 6 semanas para generar plantas 

diferenciadas, pero sin haber generado raíz (Sondahl et al., 1991; Denchev et 

al., 1992; Berthouly et al., 1999; Quiroz- Figueroa et al., 2002). 

Una de las técnicas usadas para la obtención de plantas de forma más rápida 

que también cuenta con sus desventajas al no haber material suficiente todo el 

año es a partir de semillas o embriones de semillas.  La cual genera una ventaja 

al tener ya formado el embrión en la semilla, en la técnica de embriogénesis 

somática que reporta (Quiroz- Figueroa et al., 2000) obtienen una planta ya 

formada a partir de un embrión en 25 semanas sin desarrollo de raíz y para el 

caso de germinación directa a partir de embriones de semillas usando el sistema 

de Biorreactores (SIT), obtenemos una planta ya formada con un buen sistema 

radicular lista para aclimatación en tan solo 8 semanas. 

Existen reportes de propagación en biorreactores (SIT) en diseño Rita (Etienne-

Barry et al, 1999) en el cual generan de 50 a 200 plantas por biorreactor a partir 

de embriogénesis somática indirecta con el único inconveniente que no generan 

suficiente sistema radicular el cual se ve como desventaja al momento de la 

aclimatación, que en el caso de propagación por embriones de semilla y en 

sistema biorreactores (SIT) tipo gemelos,  pudiéramos generar en un estudio la 
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misma cantidad de plantas pero en menor tiempo con buen sistema radicular y 

foliar listas para aclimatación. 

De acuerdo con los estudios realizados por (Debergh and Maene, 1981; Etienne 

et al., 1997) en el cual hacen la comparación de siembra directa de plántulas y 

embriogénesis somática directa, la siembra directa tarda hasta 4 meses en 

desarrollar una plántula completa con el beneficio de ser una planta con buena 

adaptación pero menor desarrollo y menor número de plantas , comparada con 

la embriogénesis somática directa en el cual se obtienen mayor número de 

plántulas de mejor calidad y con mayor adaptación ex -vitro y desarrollo, con el 

inconveniente de ser una técnica muy costosa de mayor riesgo de contaminación 

por la manipulación. En este estudio se realizó la siembra directa en sustrato en 

comparación con los biorreactores (SIT) tipo gemelos y resulto ser una técnica 

con mayor eficacia al tener plantas ya formadas con varias hojas verdaderas en 

40 días con solo una manipulación reduciendo los costos de producción al tener 

un desarrollo más rápido en biorreactor. Que si se compara con la embriogénesis 

somática directa y la conversión a plántulas en biorreactor en el estudio realizado 

por (Etienne-Barry et al., 1999) en la cual obtienen mayor número de plantas, el 

inconveniente en nuestro estudio sería el material por ser semillas. Aunque en 

otro estudio se podría realizar una comparativa con los diseños de biorreactores 

tipo gemelos que se pueden hacer más espaciosos y los Rita para comparar la 

eficacia entre los dos y también se podrían variar los medios utilizados por 

(Etienne-Barry et al., 1999) y (Quiroz- Figueroa et al., 200) para tener una mejor 

técnica con menor manipulación, obtención de más plantas y menos costosa. 

2.1.5 Conclusiones 

Se realizó un proceso de desinfección para la propagación de plantas a partir de 

semillas recolectadas directo de campo con los cuidados pertinentes para evitar 

la oxidación de las semillas y obtener una alta germinación. 

Las plantas propagadas con el método convencional y medio semisólido el 

desarrollo es muy lento debido a que son plantas semileñosas, sin embargo, el 

empleo de biorreactores promueve la germinación como su metabolismo para 

incrementar el desarrollo general de la planta. 
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La plantas germinadas y desarrolladas en biorreactores (SIT) tuvieron 4.3 veces 

más de peso fresco que germinadas por el método convencional (control). El 

peso es un parámetro muy importante en la propagación de plantas por que 

determina que tan vigorosas son las plantas para poder adaptarse a condiciones 

ex vitro. 

Las plantas en biorreactor (SIT) generaron los cotiledones a los 30 días mientras 

que en los otros tratamientos y control lo desarrollaron a los 50 y 60.  

Las plantas en biorreactor (SIT) generaron mejor sistema radicular por lo cual se 

adaptaron más rápidamente en la etapa de aclimatación mientras que en 

nuestros tratamientos y control generaron pocas raíces lo cual la adaptación fue 

un poco más complicado. 
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3. CAPÍTULO 3. 

 

3.1 Bioestimulación en el desarrollo de plántulas de café mediante cepas 

nativas de Trichoderma sp. 

3.1.1 Resumen 

 
El uso de cepas de Trichoderma en el control biológico de enfermedades 

vegetales ha sido ampliamente estudiado. Además, se ha reportado su efecto 

bioestimulante de algunas cepas sobre el crecimiento vegetal. La búsqueda de 

cepas que tengan ambas propiedades significa una alternativa para la 

disminución del uso de agroquímicos en el manejo de los cultivos, como se 

requiere en el control de la roya del café (Hemileia vastatrix). En este estudio, se 

realizaron aislamientos de Trichoderma con medio selectivo a partir de muestras 

de rizósfera proveniente de cafetales de la región de Tila, Chiapas. Se 

seleccionaron 8 aislamientos para ser evaluados como posibles bioestimulantes 

en el desarrollo de plantas de Coffea arabiga var. Typica. Se colocaron semillas 

para germinación in vitro y se confrontaron con los diferentes aislamientos de 

Trichoderma para evaluar su efecto sobre la germinación de las semillas. Una 

vez germinadas, se transfirieron a sustrato estéril en cuarto de aclimatación. 

Después se transfirieron a macetas con sustrato estéril y se re-inocularon con 

cada aislamiento correspondiente (1x106 esporas mL-1). Transcurridos 40 días 

se evaluó el desarrollo de área foliar, numero de hojas y peso fresco de las 

plántulas. Se observó una estimulación en la germinación y en el crecimiento de 

las plántulas de café en 4 aislamientos de Trichoderma. A estos aislamientos se 

les determinará su potencial en la protección para la infección de la roya del café.  

Palabras clave: Trichoderma sp., bioestimulación, aislamientos, cepas. 

3.1.2  Introducción 

El cultivo de café en México es uno de los más estratégicos. México es el 11° 

productor mundial y considerado como uno de los países productores de café 

orgánico, su producción emplea a más de 500 mil productores de 15 entidades 

federativas y 480 municipios. Actualmente hay 15 estados productores de café: 
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al sur del país, Chiapas es el principal estado productor que aporta el 41% del 

volumen nacional, seguido por Veracruz (24%) y puebla con un 15.3% 

(SAGARPA, 2016) 

Por otra parte, el gran impacto ambiental de los sistemas de cultivo en los 

últimos años ha ido en aumento por el uso desmedido de las aplicaciones 

químicas de fertilizantes en el suelo para el incremento de la productividad 

(Gastal et al., 2002).  

Existen diversas herramientas las cuales nos permiten optimizar el 

aprovechamiento de fertilizantes asociado al uso de compuestos y 

microorganismos considerados capaces de mejorar la absorción de nutrientes 

de las plantas y el crecimiento de los cultivos, especialmente bajo condiciones 

adversas del suelo. Estos se conocen como metabólicos potenciadores y 

bioestimulantes. (Miller, 1990). 

La interacción planta- microorganismo en la rizósfera son clave para 

determinar una buena sanidad vegetal, productividad y la fertilidad del suelo 

(Souza et al., 2015). 

El mecanismo por el cual los microorganismos promueven la planta el 

crecimiento se ha estudiado previamente para ambas bacterias (Crozier et al., 

1988; Ahmad et al., 2005; Idris et al., 2007) y hongos (Contreras-Cornejo et al., 

2009; Salazar-Badillo et al., 2015). Se ha sugerido que más del 80% de las 

bacterias de la rizósfera sintetizar ácido indol-3-acético (IAA) (Patten y Glick, 

1996). 

Por otra parte, Trichoderma es un género de hongos saprotróficos que 

también han sido ampliamente estudiado por promover el crecimiento de las 

plantas, además de su actividad de biocontrol, actuando ya sea por la producción 

de compuestos antimicrobianos o el parasitismo de hongos patógenos de 

plantas (Handelsman y Stabb. 1996) 

Trichoderma spp. se han encontrado capaces de mejorar la solubilidad de los 

micronutrientes del suelo como Zn, Cu, Fe y Mn.14 Trichoderma spp. también 

puede producir metabolitos con actividades hormonales como ácido indol-3-
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acético o análogos de auxina (Hoyos-Carvajal et al., 2009) aunque la promoción 

del crecimiento vegetal de plantas en sistemas basados en suelo es menor 

Convincente. (Hoyos-Carvajal et al., 2009) mostró que muchas de las cepas de 

Trichoderma son capaces de sintetizar IAA pero solo una pocos pueden 

promover el crecimiento de las plantas. Esta interacción provocada lleva a una 

mayor producción de componentes de defensa, sintetizados a través del 

metabolismo secundario del hongo donde se ha encontrado al AIA entre otros 

(Benítez et al., 2004), (Kilian et al., (2006). 

Por esta razón, las cepas de Trichoderma spp. han adquirido un alto valor 

comercial, abarcando nuevas tecnologías para la producción masiva de 

productos de este hongo (Cruz 2007). Aunque su uso través de productos donde 

se tiene como componente activo esporas de Trichoderma spp. En diferentes 

medios de crecimiento, ya sea de forma sólida o líquida (PROINPA 2012). 

Por consiguiente, se ha visto necesario la búsqueda de formas alternativas 

de obtener dichos beneficios para el cultivo de café orgánico nacional. Los 

objetivos de este estudio fueron investigar la diversidad de especies de 

Trichodermas asociadas a la rizósfera de suelos productores de café del sur de 

México de la región de Ocosingo, estado de Chiapas y el efecto de estas cepas 

sobre el crecimiento en vitroplantas evaluando el desarrollo de raíz, área foliar, 

numero de raíces, numero de hojas, peso fresco y peso seco de cada uno de los 

tratamientos con las diferentes cepas obtenidas. 

3.1.3  Metodología 

3.1.3.1 Muestreo en suelo y aislamiento. 

 

Se recolectaron muestras de rizósfera de suelo en lugares de cultivo de 

cafetales en la región de Ocosingo estado de Chiapas, estas fueron llevadas al 

laboratorio de biotecnología vegetal de CIATEJ y se almacenaron a una 

temperatura de 4°C hasta su uso. Se realizaron una serie de diluciones en agua 

destilada estéril de cada una de las muestras de suelo (hasta la dilución 10-3), de 

cada dilución se tomaron 5 mL de la muestra y se colocaron en la superficie del 

medio selectivo para Trichodermas “TSM”  (Elad et al., 1982). Las cajas de Petri 
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fueron incubadas a 28±2 °C durante 96 horas. Se purificaron morfológicamente 

las diferentes colonias que aparecen en las placas en el medio papa dextrosa 

agar (PDA). Los aislados purificados se conservaron a 4°C para ser utilizados 

durante el estudio. 

3.1.3.2  Características fenotípicas de los aislados. 

 
Las características fueron identificadas mediante la observación 

microscópica usando la técnica del microcultivo, que consiste en  colocar una 

porción de un medio de cultivo entre 1-1.5 cm de agar y se coloca sobre  un 

portaobjeto, se toma un repique (un trozo pequeño) del hongo y se coloca en el 

medio de cultivo y se coloca encima un cubreobjetos, se mantiene en una 

cámara húmeda a 28±2 °C durante 72 horas para ser observados al microscopio.  

3.1.3.3 Condiciones de crecimiento y preparación del 

inoculo.  

 

Una vez identificados los hongos se transfirieron al medio papa dextrosa agar 

(PDA) incubados a 28±2 °C durante 8 días para la maduración del hongo en el 

medio. Una ves esporulada la cepa, se colocaron 5 mL de una solución agua 

destilada y tween 80 a una concentración de 0.1% (v/v) en cada una de las cepas 

aisladas para extraer las esporas, se realizó un conteo de esporas ajustando las 

soluciones de 1×107 y se conservaron a 4°C para su posterior uso. 

3.1.3.4 Producción de material vegetal. 

 
Se recolectan las semillas directamente de los cafetales Coffea arabica var. 

Typica. De la región centro del estado de Jalisco, Municipio de Tlajomulco 

Zúñiga, de huertos de traspatio ubicados con las coordenadas (20°24’44’’N 

103°23’30’’W) y se llevaron a las instalaciones de la planta piloto en el laboratorio 

de cultivo de tejidos del Instituto Tecnológico Nacional de México, Campus 

Tlajomulco de Zúñiga, Jal. Para ser procesadas. Las semillas de café se 

despulparon y se sometieron a una solución de cloro al 10% con tween 80 al 

0.1%(v/v) por 15 min y posteriormente se enjuagaron con agua corriente y se 
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secaron en un secador de charolas (marca Polinox modelo TABIM094) a una 

temperatura de 30±2°C durante 24 horas, una vez secas las semillas se 

guardaron en un frasco de vidrio a una temperatura ambiente de 25±2°C, para 

su posterior uso. 

3.1.3.5 Inoculación inicial de Trichodermas en semillas 

de café.  

 
Para el establecimiento de las semillas in-vitro se les dio un proceso de 

desinfección el cual consistió en quitar el endocarpio (pergamino) de cada una 

de las semillas  en condiciones asépticas se colocaron en una solución de 1 g L-

1 de benomilo (fungicida) más 0.3 g L-1 de estreptomicina (Antibiótico) durante 20 

min, posteriormente se les dio 3 enjuagues  con agua destilada estéril, enseguida 

se colocaron en una solución de agua destilada e hipoclorito de sodio a una  

concentración al 30%  durante 20 minutos y se les dio tres enjuagues con agua 

destilada estéril, después transfirieron en una solución de etanol al 70% por 2 

minutos y se realizaron nuevamente 3 enjuagues con agua destilada estéril, 

finalmente se sumergieron en una solución antioxidante previamente estéril de  

0.1 mg L-1 de ácido ascórbico  y 0.15 mg L-1 de ácido cítrico durante 1 minuto, 

después se transfirieron al medio de cultivo.      

Se evaluó el efecto en la germinación de semillas de café (Coffea arabica)  in 

vitro en medio mínimo en presencia del hongo (Tricoderma spp). Las semillas 

fueron colocadas en un extremo de la caja Petri y en el extremo contrario se 

colocó un pequeño trozo del hongo de 5 mm, en la parte central se colocó un 

papel filtro estéril como barrera para hacer más lenta la colonización de hongo 

(Trichoderma spp) a las raíces, posteriormente se colocaron en una cámara de 

incubación a 28±2°C por 15 días  para evaluar el efecto que tenía el hongo en la 

germinación de semillas de café. 

3.1.3.6 Aclimatación de plántulas in vitro en sustrato.  

 
Una vez enraizadas y colonizadas las semillas por el hongo (Trichoderma 

spp) correspondiente a cada uno de los tratamientos aproximadamente a los 10 

días después de la inoculación, estas fueron trasplantadas para terminar el 
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proceso de germinación en sustrato estéril (proporción 6:2:1 peat moss, arena y 

vermiculita) en contenedores con capacidad de 250 mL. Las plantas fueron 

colocadas bajo condiciones controladas en cámaras de crecimiento (25±2 °C, 

fotoperiodo 16 h  luz/ 8 h oscuridad) durante 22 días. 

3.1.3.7 Re-inoculación de Trichodermas sp en plantas 

aclimatadas y establecimiento del experimento. 

 
Con plantas germinadas de un mes y medio se procedió a montar el 

experimento, en el cual se tomaron 7 plantas por cada uno de los 8 tratamiento 

con las cepas aisladas, en el control se colocaron 7 plantas  inoculadas con 5 

mL de agua destilada estéril y como testigo se utilizó la cepa comercial 

Trichoderma harzianum (T22) aislada a partir del producto PHC T-22,  en los 

tratamientos y testigo se agregaron 5 ml de la solución de esporas de cada cepa 

a una concentración de 1×107 y se pasaron a condiciones de invernadero por 40 

días para su posterior evaluación. 

3.1.3.8 Evaluación de desarrollo de café.  

 
Las plantas estuvieron en condiciones de invernadero con riegos tres veces 

(100mL/ planta) cada semana sin fertilización durante 40 días para determinar el 

efecto de la interacción planta – hongo en el desarrollo de la plántula, 

evaluándose la longitud de la planta, el número de hojas, el peso fresco y el peso 

seco. 

3.1.3.9 Diseño experimental 

Para el experimento de germinación de semillas y desarrollo de plántulas el 

diseño experimental fue de bloques completamente al azar, los datos 

presentados corresponden a la media de cuatro replicas, cada una con 3 

semillas. Los datos fueron sujetos a un análisis de varianza (ANOVA). La 

comparación de medias fue determinada por la prueba de LSD (P<0.05). 
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3.2 Resultados y discusión 

 

Las cepas de Trichoderma fueron identificadas mediante la técnica de 

establecida por Kirk y colaboradores (2011). Se observó un crecimiento rápido 

de 5 a 6 días en cajas de Petri en medio PDA a 25 °C de aspecto blanco que 

posteriormente al madurar generaron conidios a los 8 días, tomando una 

coloración azul verdosa en forma de anillos los cuales nos permitieron detectar 

a simple vista las cepas pertenecientes a Trichoderma spp. Durante la 

observación en microscopio se confirmó la presencia de 8 cepas del género 

Trichoderma sp, de acuerdo a las estructuras microscópicas descritas por 

(Sutton et al., 1998), los Trichodermas aislados visualmente tomaron diferentes 

formas y coloraciones por las diferentes zonas en donde se recolectaron las 

muestras de suelo fig. 3.1 por lo que se podría asociarse a cepas de diferentes 

especies esto se debe a la producción de metabolitos secundarios ya que la 

producción de estos es un complejo asociado al desarrollo morfológico de cada 

cepa (Vinale et al., 2009), y  (Vessey, 2003).  

La producción de reguladores del crecimiento de la planta por microorganismos 

es un mecanismo importante, muchas veces asociado a la estimulación durante 

el crecimiento como indica (Sánchez et al., 2005). 
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Figura 3.1 Morfología colonial y microscópica de cepas aisladas de Trichoderma spp. 
 (A-E y K-N) Morfología colonial de cepas de Trichoderma spp. en medio PDA; (F-J y O-R) 
Morfología microscópica de cepas de Trichoderma spp; A-F) Trichoderma comercial, cepa 
TH22, B-G) Cepa LE 21, C-H) Cepa LE 39, D-I) Cepa LE 42, E-J) Cepa LE 47, K-O) Cepa LE 
59, L-P) Cepa LE 63,  M-K) Cepa LE 98, N-R) Cepa LE 116. 

 

 

Los efectos en el porcentaje de germinación en semillas de café a los 15 días 

después de la siembra e inoculación de los aislados en cajas petri  en medio 

mínimo muestra un efecto negativo en la germinación de semillas de café de la 

interacción (planta-hongo) de los aislados de T1 (LE21), T3 (LE42), T5 (LE59), 

T6 (LE63) y T8 (LE116) afectando de un 10% a un 30% el porcentaje de 

germinación, comparado con el control presento un 100% de germinación, igual 

que los tratamientos T2 (LE39),  T4 (LE47), T7 (LE98) y el testigo (cepa comercial 

Th.22), Fig. 3.2. 
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En este estudio se puede observar que las semillas inoculadas al inicio en 

condiciones in vitro pueden tener un efecto negativo en la germinación, que 

puede deberse por la producción de metabolitos, como carbohidratos, 

aminoácidos y algunas auxinas que afectan la germinación y desarrollo de la 

planta, debido a su acción como reguladores de crecimiento que al estar en estas 

condiciones los aislados de Trichoderma spp. probablemente generaron algún 

metabolito en concentraciones elevadas para la planta, que afectaron 

negativamente, este efecto también se observó en estudios realizados en cultivo 

de tomate mostraron efectos inhibitorios en la germinación (Rasool, et al., 2011 

, Vinale, et al., 2008). En otros estudios realizados de pruebas de germinación 

de trigo fortificado con cepas de Trichodermas en suelo reducen los efectos 

mencionados anteriormente al ser un sistema abierto y ser plantas de siembra 

directa teniendo un resultado contundente de que algunas cepas producen altas 

concentraciones de metabolitos que inhiben la germinación en sistemas 

compactos o cerrados que en suelo favorece la germinación y vigor consistente 

con resultados obtenidos por otros autores (Hajieghrari, 2010; Ousley et al., 

1994; Barker, 1988). 
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Figura 3.2 Colonización de cepas de Trichoderma ssp. durante la germinación de semillas de 
café en medio MS (sin sacarosa).  

(A-E y K-O) Inicio de germinación de las semillas de café (8 días) , (F-J y P-T) Desarrollo de 

plántulas a partir de semillas de café después de 15 días, A-F) Control, B-G) Testigo cepa 

comercial TH 22, C-H) LE 21, D-I) LE 39, E-J) LE 42, K-P) LE 47, L-Q) LE 59,  M-R) LE63, N-

S) LE98, O-T) LE116.   Bar =1cm 

 

 

Durante la germinación se puede observar que algunas de las cepas muestran   

intoxicación durante el proceso de germinación como es el caso del testigo 

(TH22), T2 (LE39), T4 (LE47) y T7 (LE98). Que pudiera estar relacionado a la 

producción de metabolitos secundarios como AIA reportado en artículos (Benítez 

et al. 2004., Kilian et al. 2006) que al ser germinadas in vitro y colonizadas en 

esta misma condición la producción de metabolitos del hongo satura el medio de 

cultivo produciendo este efecto. 
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Para el caso de las semillas que si lograron germinar en el sistema cerrado 

ocurren algunas diferencias para los parámetros evaluados como es el caso de 

la producción  de raíces secundarias y el número de estas pudiendo observar 

que para los tratamientos T7 (LE98) y el T8 (LE116) muestra diferencias 

significativas para ambos casos comparado con los demás tratamientos, control 

y testigo cuadro 3.1, por lo que se puede determinar que las cepas con diferencia 

pudieran estar relacionadas con una mayor producción de auxinas causantes de 

formar raíces secundarias a temprana edad en el proceso de germinación que 

se traspolan a un buen vigor de plantas obtenidas apartir de estas cepas,efectos 

obtenidos con otros aislados de Trichodermas spp. en cultivos como maíz y 

chicharos (Zheng,et al., 2000; Clear, et al., 2005), los cuales son inoculados y 

puestos a germinación directa en sustrato. 

 

Cuadro 3.1 Germinación y desarrollo de plántulas de café (Coffea arábica) en presencia de cepas 
nativas de Trichoderma, 15 días después de la inoculación.  

TRATAMIENTO PG*        LRP*          RS*         S*        LHE* 

Control 100%±0.00a 0.51±0.17a 0.0%±0.00b 0.00±0.00b 1.74±0.29ª 

Testigo 67%±0.00b 0.34±0.17a 22.0%±0.15ab 0.44±0.29ab 1.28±0.34ab 

T1 LE21 100%±0.00a 0.54±0.21a 33.0%±0.17ab 0.77±0.40ab 1.63±0.31ab 

T2 LE39 89%±0.11ab 0.85±0.28a 22.0%±0.15ab 0.44±0.29ab 1.11±0.33ab 

T3 LE42 100%±0.00a 0.81±0.31a 22.0%±0.15ab 0.44±0.34ab 1.84±0.31ª 

T4 LE47 89%±0.11ab 0.41±0.15a 0.0%±0.00b 0.00±0.00b 1.46±0.39ab 

T5 LE59 100%±0.00a 0.66±0.24a 11.0%±0.11ab 0.44±0.44ab 1.67±0.34ab 

T6 LE63 100%±0.00a 0.38±0.26a 22.0%±0.15ab 0.89±0.59ab 0.85±0.23b 

T7 LE98 89%±0.11ab 0.58±0.24a 44.0%±0.18a 1.11±0.45a 1.58±0.28ab 

T8 LE116 100%±0.00a 0.76±0.17a 44.0%±0.18a 0.66±0.33ab 1.65±0.19ab 

 PG (% de germinación), LRP (Longitud de raíz primaria), RS (Presencia de raíces secundarias), S (Numero de raíces 

secundarias), LHE (Longitud del epicótilo). 

*En el cuadro se representan las medias con su desviación estándar y las diferentes letras entre columnas indican 

diferencias significativas (P < 0.05). 

Los efectos en el desarrollo de plantas obtenidas del proceso de aclimatación y 

reinoculadas con su cepa correspondiente fueron evaluados a los 40 días los 

siguientes parámetros; longitud de la planta (LP), número de hojas (NH), peso 

fresco y peso seco tanto del área foliar como radicular. Los tratamientos T2 

(LE39), T4 (LE47) y el T7(LE98) muestran un efecto positivo en los parámetros 

de desarrollo evaluados y presentan diferencias significativas comparado con el  
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control y el testigo. Dichas cepas pueden estar bioestimulando el desarrollo del 

sistema radicular como el sistema foliar en el cultivo de café cuadro 3.2, esto 

también se puede observar con otros estudios en el que los aislados de 

Trichoderma puede estimular el desarrollo general de las plantas en sustrato en 

plantas de maíz, chícharo, tomate y lechuga, (Zheng, et al., 2000; Clear, et al., 

2005, Rasool et al., 2011; Ortuño et al., 2013). El resultado observado en este 

estudio reveló que el desarrollo de la raíz de las plantas en ciertos aislados 

pueden fortalecer el sistema de desarrollo de raíces que la planta usara para una 

mejor exploración de nutrientes al ser establecidas en suelo en condiciones de 

campo. El desarrollo del sistema radicular con cepas de Trichodermas se asocia 

a la producción de algunos ácidos orgánicos en la misma  rizósfera como: ácidos 

glucónico, cítrico y / o fumárico que al mismo tiempo disminuyen pH del suelo, 

conduciendo al un aumento solubilidad del compuestos insoluble y disponibilidad 

de nutrientes , que se mejoran durante la absorción y transporte que van de la 

raíz a las partes aéreas, junto con los bioestimiulantes producto de las cepas, y 

planta misma que mejora el crecimiento (Vinale et al., 2008). 

Cuadro 3.2 Germinación y desarrollo de plántulas de café (Coffea arábica) en presencia de cepas 
nativas de Trichoderma. 

T LP* NH* PF_AF* PS_AF* PF_R* PS_R* 

 

Control 4.58±0.17bc 6.85±0.40c 0.73±0.04c 0.16±0.01d 0.78±0.09c 0.08±0.01b 

Testigo 5.08±0.27ab  7.42±0.36bc 0.97±0.11abc 0.23±0.03abcd 1.24±0.22abc 0.14±0.02ab 

T1 LE21 4.95±0.55ab 7.71±0.28bc 0.93±0.08abc 0.21±0.02abcd 1.09±0.16abc 0.22±0.09a 

T2 LE39 5.54±0.24a 8.57±0.36ab 1.16±0.10a 0.27±0.02a 1.47±0.15a 0.15±0.01ab 

T3 LE42 5.00±0.44bc 8.57±0.57ab 0.81±0.03bc 0.17±0.01cd 0.93±0.09bc 0.18±0.08ab 

T4 LE47 5.54±0.15a 9.14±0.40a 1.08±0.10ab 0.25±0.02ab 1.50±0.17a 0.14±0.01ab 

T5 LE59 5.00±0.34ab 8.57±0.57ab 1.01±0.09ab 0.24±0.02abc 1.34±0.11ab 0.13±0.01ab 

T6 LE63 3.98±0.29c 7.42±0.57bc 0.88±0.11bc 0.19±0.02bcd 1.37±0.20ab 0.12±0.01ab 

T7 LE98 3.78±0.38c 6.85±0.59c 0.95±0.15abc 0.21±0.03abcd 1.44±0.21a 0.13±0.01ab 

T8 LE116 4.62±0.19abc 7.14±0.40c 0.97±0.07abc 0.22±0.02abcd 1.37±0.13ab 0.12±0.01ab 

T (Tratamientos), LP (Longitud de planta), NH (Número de hojas), PF_AF (Peso fresco de área foliar), PS_AF (Peso 

seco de área foliar), PF_R (Peso fresco de raíz), PS_R (Peso seco de raíz). 

*En el cuadro se representan las medias con su desviación estándar y las diferentes letras entre columnas indican 

diferencias significativas (P < 0.05). 
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Por el contrario, en el caso de los aislados T1 (LE21), T3 (LE42), LE(63) LE(116) 

no presentan diferencias significativas en la mayoría de los parámetros 

evaluados con el control, esto se podría explicar que cepa Trichoderma, 

dependía principalmente en la capacidad de Trichoderma para sobrevivir y 

desarrollarse en la rizosfera (Harman, 2006; Harman et al., 2004). La 

colonización de raíces por Trichoderma podría ser un resultado no solo de los 

exudados de la raíz como carbohidratos y aminoácidos, sino también por muchos 

factores que afectó la interacción Trichoderma-planta en especial con la planta 

de café. Fig.3.3. 

 

Figura 3.3 Desarrollo del área foliar y radicular de plantas de café inoculadas con diferentes cepas de Trichodermas 

aisladas de suelo. A) Control, B) Testigo Tichoderma comercial cepa TH22, C)  LE21 , D) LE 39, E) LE 42, F) LE 47, 

G) LE 59,  H) LE 63, I) LE 98, J) LE116. Bar = 3cm 

 

 

3.2.1 Conclusiones 

 

El uso de aislados de Trichodermas para la bioestimulación en plantas puede 

que dependa del tipo de cepa y su interacción planta-hongo para causar efectos 

positivos para su desarrollo como también no cause en su totalidad algún efecto 

al ser diferentes en su comportamiento una vez que están en contacto con la 

rizósfera, como también su capacidad para poder adaptarse a las condiciones a 

las que la estamos sometiendo puesto que en cierto aspecto se está modificando 

tanto la temperatura como el tipo de suelo de donde se aislaron por lo cual son 

factores que puedan depender de su habitad natural de donde se aislaron. 
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Que en el caso de los aislados que si tienen potencial de bioestimulación como 

adaptación a las condiciones evaluadas podrían ser candidatas a próximas 

evaluaciones para observar su efecto en la planta como inductor de defensa 

natural para el control del hongo causante de la roya de café y poder emplearlo 

como una nueva alternativa para los productores caficultores de la zona y 

algunos otros lugares. 

Los aislados tanto los que no resultaron con potencial bioestimulante como los 

que sí lo presentaron podrían ser candidatos para evaluaciones en la misma 

región de donde se tomaron para evaluarlos en campo así podríamos tener una 

alternativa de bastante ayuda para los productores para un mejor desarrollo y 

aprovechamiento en cuanto a la nutrición y manejo de cafetales en la zona. 
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4. CAPÍTULO 4. 

 

4.1 Evaluación de condiciones de infección del agente causal de roya de 

café (Hemileia vastatrix) para el incremento de inoculo. 

 

4.1.1 Resumen 

La roya de café es una de las enfermedades devastadoras para el cultivo de café 

a nivel mundial, es causada por el hongo Hemileia vastatrix biotrofo La roya al 

igual que otro parasito obligado necesita condiciones muy estrictas para poder 

cumplir su ciclo de vida y poder propagar la enfermedad, como lo es la 

temperatura, luz y humedad relativa. En este estudio se realizó una evaluación 

de las condiciones de temperatura, luz y humedad 20°C con fotoperiodo 16h luz/ 

8h oscuridad (incubador), 25°C con fotoperiodo 16h luz/ 8h oscuridad 

(incubador), temperatura y luz variable (Invernadero), para incrementar el inoculo 

de la roya de café que se requiere para posteriores ensayos. Se utilizaron plantas 

de seis meses de edad Coffea arabica var. Typica las cuales se inocularon en 

una sola hoja de la parte central de la planta con una solución de 1x106  

uredinosporas mL-1 utilizando un total de 10 plantas por tratamiento. El inoculo 

inicial fue extraído de plantas enfermas provenientes del estado de Colima. Las 

plantas fueron evaluadas los días 15, 22, 30, y día 40 después de la inoculación, 

la evaluación fue visual y consistió en contar el número de manchas cloróticas 

presentes en la hoja infectada, de acuerdo con los resultados las plantas del 

tratamiento 2 son las óptimas para el incremento de la enfermedad al observarse 

en los días evaluados un mayor número de manchas cloróticas síntomas 

primarios de la enfermedad en comparación con los demás tratamientos y 

controles. 
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4.1.2 Introducción  

 

La roya del café es causada por el hongo Hemilea vastatrix que afecta las hojas 

de la planta de café  y se considera la enfermedad más importante en el cultivo 

a nivel mundial. Este hongo causa defoliación y reduce el rendimiento de los 

cafetos (Avelino et al., 2015). 

La roya es un parásito obligado que afecta las especies de género Coffea siendo 

C. arabica la más atacada (Panstruga 2003; Avelino y Rivas, 2013). Los primeros 

síntomas de la roya aparecen en el envés de las hojas, por donde penetra el 

hongo a través de las estomas; dichos síntomas se manifiestan como pequeñas 

lesiones amarillentas que con el tiempo coalescen y producen uredosporas de 

color anaranjado (Avelino et al.,1999). En el haz de la hoja, se visualizan 

manchas cloróticas; posteriormente, las lesiones se necrosan reduciendo la 

capacidad fotosintética de la planta. En etapas avanzadas, la enfermedad causa 

la defoliación de las plantas (Avelino et al., 1999). 

La roya causa pérdidas primarias donde hay muerte lenta de ramas y la cosecha 

de ese período llega a su fin, pero la muerte de ramas conduce a pérdidas 

secundarias donde se compromete la producción del siguiente ciclo (Avelino y 

Rivas 2013). 

La epidemia de la roya puede ser severa incluso con poco inóculo primario, ya 

que se intensifica con el mayor número de ciclos que se puedan dar en el año, 

el cual depende de las condiciones adecuadas al patógeno, temperatura, 

intensidad de luz y humedad (Avelino, et al., 2006). 

Sin embargo, los efectos de la nutrición en plantas y su reacción ante las 

enfermedades son controversiales y complejos. La nutrición en plantas podría 

aumentar o reducir la resistencia fisiológica a los patógenos, dependiendo de la 

forma de atacar de estos (Avelino et al., 2011). También podría afectar las 

epidemias a través del efecto de la nutrición sobre el crecimiento del hospedero 

(Ferrandino, 2008). 
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Las royas necesitan mantener las células del hospedero vivas para alimentarse 

de ellas (parásitos biotróficos), esto resulta en una asociación íntima hongo 

planta (Mendgen et al. 2000). Las células infectadas mueren al final del ciclo del 

parásito. En general los parásitos biotróficos están favorecidos por una nutrición 

adecuada que estimula el metabolismo de las células del hospedero, mientras 

que los parásitos necrotróficos están desfavorecidos cuando la nutrición vuelve 

las células más difíciles de degradar (Dordas 2008; Avelino et al. 2011). 

La severidad de las recientes epidemias de la roya en Centroamérica y México 

ha ocasionado pérdidas del 40 al 50% en el rendimiento del cultivo (Cressey, 

2013). De acuerdo a la Organización Internacional del Café (OIC, 2015), los 

factores económicos (descapitalización de productores) y agronómicos (falta de 

manejo del cultivo) han contribuido a alcanzar dichas pérdidas. 

Derivado a este problema se han empleado estrategias de control, genético, 

químico, biologico, e inducción de resistencia con moléculas, para la mitigación 

de esta enfermedad, por lo que el objetivo de este capítulo es evaluar las 

condiciones de infección que necesita la roya de café para incrementar el inoculo 

infectivo que será usado en posteriores experimentos de control biologico e 

inducción de resistencia en condiciones de laboratorio. 

 

4.1.3  Metodología  

4.1.3.1  Material vegetal. 

 

Se utilizaron plantas de café Coffea arabica provenientes de germinación de 

semillas in-vitro  que posteriormente fueron aclimatadas en invernadero de seis 

meses de edad en las instalaciones del Centro de Investigación y Asistencia en 

Tecnología y Diseño del Estado de Jalisco, A.C. (CIATEJ). Estas plantas fueron 

colocadas en macetas bajo condiciones de invernadero, en sustrato esteril a una 

proporción de 6:2:1 peatmoss, arena y vermiculita respectivamente para su 

posterior evaluación. 
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4.1.3.2 Material biológico.  

Se utilizo la cepa patogénica  Hemileia vaxtatrix  aislada de plantas con síntomas 

de enfermedad de la roya de café. Las plantas con síntomas de la enfermedad 

fueron traídas del municipio de colima de zonas cafetaleras del estado de colima. 

Este aislamiento fue conservado en plantas vivas al ser un hongo que se 

conserva en tejido vivo y fueron colocadas en condiciones controladas a una 

temperatura constante de 25°C y un fotoperiodo de 16H luz/ 8H obscuridad hasta 

su uso.    

4.1.3.3 Preparación del inóculo.  

Para la obtención del inoculo para la evaluación de condiciones de infección de 

la roya de café se ubicaron los síntomas por el envés de las hojas enfermas y se 

les dio cuidadosamente un barrido a las pustulas regiones donde están 

aglomeradas las estructuras reproductivas de la roya (uredinosporas) 

recolectando el inoculo sobre una hoja de papel encerada para que sea mas fácil 

la recuperación de la mayor cantidad de inoculo. Una vez recolectado el inoculo 

se puso en tubos falcom en una solución de tween 80 más agua destilada estéril  

a una concentración de 1mL L-1  y se cuantificó en la camara Neubauer ajustando 

a 1x106  esporas/mL-1 para su posterior uso. 

4.1.4 Inoculación de roya (Hemileia vastatrix) en plantas de café. 

Las plantas de café fueron regadas un día antes de la inoculación con abundante 

agua y estiladas durante la noche, el mismo dia de la preparación del inoculo 

(Hemileia vastatrix) fueron inoculadas con 1mL de la suspensión del hongo a una 

concentración final de 1x106 uredinosporas/mL. La suspensión se agregó 

directamente en el envés hoja de la parte central de la planta haciendo un 

pequeño corte transversal de 2 mm en la punta de esa hoja inoculada para 

mantenerla identificada. Las plantas fueron colocadas en las condiciones 

correspondientes a cada uno de los tratamientos. 

4.1.4.1 Adaptación de condiciones climáticas. 

Para la adaptación de condiciones climáticas tanto temperatura, luz y humedad 

Las plantas fueron colocadas en diferentes puntos, para el caso de temperatura 
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y luz las plantas fueron colocadas en la incubadora a 20°C con fotoperiodo (16h 

luz/ 8h oscuridad), para las plantas que no requerían luz se les colocó una bolsa 

de plástico color negra para evitar el paso de luz, en la siguiente condición las 

plantas fueron transferidas en la incubadora a 25°C con fotoperiodo (16h luz/ 8h 

oscuridad) y para las plantas en condiciones de oscuridad se les colocó una 

bolsa de plástico color negro, la otra condición de temperatura fue variable en 

cuanto a luz y temperatura en el invernadero con malla sombra, considerando 

que el experimento se realizó en el mes de Octubre del 2019 la temperatura 

mínima promedio es de 13°C durante la noche y la máxima es de 30°C en el día. 

Para mantener una humedad relativa alta (80-90% HR) se colocó sobre las 

plantas una bolsa de plástico transparente con agua asperjada sobre las paredes 

para que generara un microambiente húmedo y asperjando agua una vez por 

semana, los tratamientos se especifican a continuación: 

Cuadro 4.1 Condiciones para establecer el proceso de infección de roya 

Tratamiento Inoculación de roya 
(uridenosporas/mL) 

Condiciones ambientales 

Luz/oscuridad Temperatura 
(°C) 

Incubadora / 
invernadero 

Control (C1) S/I Oscuridad 20 Incubadora 

Control (C2) S/I Oscuridad 25 Incubadora 

Control (C3) S/I Oscuridad 13 a 30 Invernadero 

T1 1x106 16h luz / 8h oscuridad 20 Incubadora 

T2 1x106 16h luz / 8h oscuridad 25 Incubadora 

T3 1x106 16h luz / 8h oscuridad 13 a 30 Invernadero 

T4 1x106 Oscuridad 20 Incubadora 

T5 1x106 Oscuridad 25 Incubadora 

T6 1x106 Oscuridad 13 a 30 Invernadero 

T. tratamiento; C. Control; S/I. Sin inóculo 

 

4.1.4.2 Diseño experimental.  

Para el experimento de incremento de inoculo de roya en diferentes condiciones 
el diseño experimental fue de bloques al azar, los datos presentados 
corresponden a la media de diez replicas por tratamiento. Los datos fueron 
sujetos a un análisis de varianza (ANOVA). La comparación de medias fue 
determinada por la prueba de LSD (P<0.05). 
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4.1.5  Resultados y discusión 

 
La germinación de las uredinosporas de la roya se ve altamente afectadas por 

las condiciones de temperatura, luz y humedad por lo que fue necesario tomar 

rangos distintos y combinaciones de las codiciones ya descritas, estudios 

realizados para entender la infección causada por la roya muestran que las 

temperaturas óptimas para que este proceso se lleve a cabo interaccionan con 

una alta humedad, temperaturas que van de los 18°C a los 27°C y periodos 

cortos de luz (Santacreo R., et. al. 1983). En el caso de la roya el proceso de 

infección se da de la siguiente manera, Fig.4.1  infección de roya escala Sinavef 

. Como se puede ver en los resultados de este estudio solamente se lograron 

observar amarillamiento y necrosis de sitios puntuales en el envez de las hojas 

como síntomas de inicio de la enfermedad causada por la roya. En otros estudios 

se hace mención que en algunas evaluaciones la roya puede tardar ente 40 y 60 

días para que inicie la fase reproductiva del hongo produciendo estructuras 

amarillas y polvorosas para continuar el ciclo de infección de este hogo (Moreno 

de Alas. G 1985). 

 

Figura 4.1 Escala de severidad de roya en hojas de café DGSV-Sinavef-Lanref 

 

En este estudio evaluando solo 40 días y se puede observar que el rango óptimo 

de en donde se producen síntomas relacionados con la infección de la roya 

ocurre entre el día 22 al día 40 después de la infección. Cuadro 4.2. 
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Cuadro 4.2 Evaluación de la severidad de roya en plantas de café 

 Conteo de manchas cloróticas y necróticas  

T Día 15 Día 22 Día 30 Día 40 
Control 1 0.00±0.00b 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00c 
Control 2 0.00±0.00b 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.90±0.54bc 
Control 3 0.00±0.00b 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.20±0.13c 

H 1 0.00±0.00b 0.40±0.30b 0.70±0.33bc 2.10±0.70bc 
H2 1.30±0.39a 2.30±0.36a 3.40±0.56a 5.20±0.71a 
H3 0.50±0.26b 1.00±0.42b 1.60±0.63b 3.50±1.1ab 
H4 0.00±0.00b 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00c 
H5 0.20±0.20b 0.20±0.20b 0.20±0.20bc 0.40±0.30c 
H6 0.00±0.00b 0.50±0.34b 0.50±0.34bc 0.80±0.41c 

Las hojas evaluadas en los diferentes tratamientos muestra como las hojas 

intermedias,  la humedad relativa alta, luz y temperaturas favorece la infección 

del hongo provocando lesiones en diferentes puntos de las hojas  como el caso 

del tratamiento H2 y H3 en donde el hongo presenta un daño de un 45 % y 20% 

respectivamente de acuerdo a la escala de severidad ubicando a estos dos 

tratamientos en el nivel 5 y 4 de este rango, de acuerdo con lo reportado por 

Jong y colaboradores (1987) la formación de un apresorio sobre el estoma 

parece necesaria para que se realice la penetración. Temperaturas frescas entre 

13°C y 16°C son favorables a esta formación. La alternancia de altas 

temperaturas (22-28°C, lo que favorece la germinación de las esporas) y bajas 

temperaturas (13- 16ºC, favoreciendo la formación del apresorio) permite que la 

infección tenga lugar en menos de 6 horas por lo que la presencia tanto en 

invernadero como en temperaturas controladas se logra apreciar los daños 

causados por el hongo, en condiciones de invernadero se generan menor 

número de lesiones con mayor área de daño, mientras que en condiciones 

controladas (25°C en incubadora) se presentaban mayor número de manchas 

con menor área de daño, esto puede deberse porque ocurre una mayor 

germinación de esporas, las cuales generan mayor número de apresorios, 

causando mayor número de lesiones. 

En condiciones de invernadero con temperaturas variables (entre 13°C y 30°C) 

las temperaturas mínimas favorecen el desarrollo del hongo, sin embargo, las 

temperaturas elevadas inhiben el crecimiento de la roya, como consecuencia se 

tiene una menor penetración de apresorios y una menor germinación de esporas. 

Fig. 4.2. 
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Figura 4.2 Evaluación y seguimiento de la infección de roya en hojas de cafeto hasta el día 40. 
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Para el caso de los demás tratamientos la enfermedad presento baja o 

nula incidencia debido al principal factor de baja humedad (aproximadamente 

30% HR) como en el caso de los controles (c1 c2 y c3), además se mantuvieron 

en condiciones de fotoperiodo (16h luz y 8 oscuridad). En caso de los 

tratamientos H4, H5 y H6 se mantuvo una humedad elevada (aprox entre 80 y 

90% HR), en condiciones de oscuridad. En condiciones de baja humedad la 

enfermedad no se desarrolla, debido a que las uredisnosporas de roya no logran 

completar su ciclo de germinación y colonización, efecto que se ha observado 

por algunos autores, en el que la dispersión de la roya en tiempo de lluvias la 

enfermedad incrementa y en tiempo de seca disminuye drásticamente los 

síntomas de la infección (Avelino et al., 1991, Galvez  et al., 1980,Holguin, F., 

1985, Santacreo et al., 1983.) , el factor luz también es de suma importancia ya 

que algunos autores asocian que la baja intensidad de luz beneficia la 

germinación de las uredinosporas de roya y a su vez la luz permite la 

colonización y formación de austorios  de esta manera explican por qué la roya 

incrementa su propagación en días más cortos del año (Salgado et al., 2007, 

Soto-Pinto et al., 2002, Staver et al., 2001). En nuestro caso se podría explicar 

que los tratamientos sin luz presentaron germinación de la roya, pero debido a 

la falta de luz el hongo no logró colonizar los tejidos de hoja por lo que termino 

muriendo el inoculo germinado y no logró infectar la hoja. 

 

4.1.6 Conclusiones 

Los estudios previos realizados en esta evaluación son una alternativa para 

trabajar con este tipo de hongos que al comportarse como biotrofos o parasitos 

obligados se pueda conservar esta enfermedad con suficiente viabilidad en tejido 

vivo y así seguir generando nuevas modelos de investigación que nos ayude a 

mitigar su desarrollo y control de esta enfermedad devastadora para los cultivos 

de café en campo. Al investigar el comportamiento de dicho hongo, entender la 

forma de como infecta y las condiciones necesarias que requiere para desarrollar 

la enfermedad en plantas de café, se pueden realizar distintos ensayos en los 
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cuales se puedan evaluar distintas moléculas que nos ayuden  reducir los 

síntomas o erradicar por completo la enfermedad. 

En cuanto a este estudio el seguimiento de la infección se efectúo hasta el día 

40, en el cual se observó las primeras etapas de infección de la roya (manchas 

cloróticas y necróticas de la hoja), sin embargo, no se lograron apreciar las 

uredinosporas (partes reproductivas del hongo) que aparecen en el envés de las 

hoja, esto puede deberse a que la infección no completo su ciclo hasta el día 40 

de evaluación, por lo que se sugiere extender el periodo de evaluación hasta el 

día 90.   

Para los parámetros evaluados el tratamiento H2 (25°C, alta humedad y 

fotoperiodo) fue el que presentó una mejor evolución de  los síntomas de la roya, 

por lo que se sugiere que las próximas evaluaciones se establezcan bajo estas 

condiciones, para lograr resultados más certeros y confiables que ayuden a 

comprender en condiciones controladas el comportamiento de la roya, que nos 

permita hacer mejores predicciones al momento de evaluar en  campo y generar 

estrategias efectivas para controlar la enfermedad. 
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5. CAPÍTULO 5. 

 

5.1 Evaluación de la efectividad biológica de bioestimulantes 

(quitosano) en la inducción de resistencia a la roya del café (Hemileia 

vastatrix). 

 

5.1.1 Resumen 

México es uno de los principales productores de café a nivel mundial. La 

producción de este grano disminuye debido a la enfermedad de la roya causada 

por el hongo (Hemileia vastatrix). Se evaluó la efectividad biológica del quitosano 

para inducir en café una respuesta de resistencia ante la roya, para esto se 

hicieron aplicaciones foliares de quitosano de 0.01% y 0.05% en plantas de café 

Coffea arabiga var. Criolla de 6 meses de edad y como control se usó agua 

destilada estéril, diez días después de la aplicación se muestrearon hojas por 

tratamientos y control para esto se usó la técnica de discos, se cortaron 30 discos 

de 5mm de diámetro por tratamiento, se les dio una previa desinfección para ser 

inoculados con una solución 1x106   de uredinosporas de roya, para el control se 

aplicó agua destilada estéril. Una vez inoculados los discos se pusieron en 

placas de petri con papel filtro para mantener hidratado el disco se incubaron a 

22 °C durante 24 obscuridad y se transfirieron a fotoperiodo 8/16. Transcurridos 

30 días se evaluó la severidad de la enfermedad en los discos, la cual para 

nuestro control en algunos discos hubo infección total del área en comparación 

con nuestros tratamientos de quitosano que se redujo un 80 y 90%. Este 

resultado nos muestra la factibilidad de usar el quitosano para disminuir la 

enfermedad de la roya. 
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5.1.2 Introducción  

México es el décimo productor de café a nivel mundial. La producción de este 

grano disminuye debido a la enfermedad de la roya causada por el hongo 

(Hemileia vastatrix). 

El impacto económico de H. vastatrix en el cultivo del café no sólo se debe a la 

reducción de la cantidad y la calidad de la producción, sino también a la 

necesidad de implementar costosas medidas de control en los cultivares 

susceptibles (CABI, 2016). 

La roya es la enfermedad más destructiva del cafeto y la de mayor importancia 

económica a nivel mundial, debido a que provoca la caída prematura de las 

hojas, propiciando la reducción de la capacidad fotosintética, así como el 

debilitamiento de árboles enfermos y en infecciones severas puede ocasionar 

muerte regresiva en ramas e incluso la muerte de árboles (APS,2011). 

Actualmente, los métodos de control se basan en mejorar variedades para 

aumentar la resistencia de la planta (Gatica-Arias et al., 2017) escapando de la 

enfermedad a través de la plantación de café en altitudes más altas y 

aplicaciones de fungicidas. Los pesticidas químicos han provocado un grave 

impacto ambiental a nivel mundial. Sin embargo, la integración de productos y 

moléculas naturales con actividad antifúngica contra H. vastatrix, reduce o 

elimina el impacto de la aplicación de fungicidas convencionales y estos a su vez 

representa una alternativa más para el control de enfermedades (Ștefan et al., 

2015; Cosoveanu et al., 2016). 

El quitosano es un biopolímero policatiónico compuesto de glucosamina y N-

acetilglucosamina unidades derivadas de la quitina, que es el segundo 

biopolímero más abundante en la naturaleza y un componente de conchas y 

exoesqueletos de crustáceos, insectos, hongos y levaduras (Khosravi et al., 

2017). 

Existe abundante literatura sobre su desarrollo comercial como biomaterial para 

alimentos y sobre su uso en los sectores farmacéutico, médico, textil, agrícola y 

medioambiental (Jiménez et al., 2020). En agricultura, varios estudios informaron 
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que el quitosano es único sus propiedades biológicas lo convierten en un 

componente esencial para una nueva generación de productos que tienen un 

bajo impacto ambiental. El quitosano inhibe el crecimiento y desarrollo de 

diferentes fitopatógenos, incluidos hongos, oomicetos y bacterias. Además, 

activa el sistema inmunológico de las plantas, otorgando protección contra un 

amplio espectro de patógenos (Beatrice et al., 2017). 

Para disminuir los ataques de patógenos, las plantas poseen propiedades 

químicas, físicas y enzimáticas respuestas defensivas. Este sistema 

inmunológico puede inducirse cuando el patrón de la membrana celular los 

receptores de reconocimiento (PRR) reconocen patrones moleculares asociados 

a patógenos (PAMP) durante la patogénesis, lo que resulta en la aparición de 

inmunidad activada por PAMP (PTI). Sin embargo, los patógenos tienen 

efectores que inhiben la PTI, lo que resulta en la aparición de enfermedades 

(López et al., 2021). 

La inducción de la respuesta de defensa se puede lograr mediante elicitores o 

inductores de defensa de las plantas, que modulan algunas respuestas en las 

plantas, y el quitosano está en este grupo. El polímero se reconoce como una 

respuesta molecular asociada a microbios (MAMP) porque su estructura es muy 

similar a la de los fragmentos de la pared celular de los hongos (Xoca et al., 

2019). El quitosano ha demostrado su actividad como inductor de defensa en 

cultivos como el caucho, jengibre, berenjena, vid y Arabidopsis thaliana 

(Kuyyogsu et al., 2018, Liu et al., 2016, Jannat et al., 2018, Lucini et al., 2018, 

Jia et al., 2016). 

Por lo que en este trabajo el objetivo fue evaluar la respuesta de quitosano de 

alta densidad en dos concentraciones para reducir o controlar la enfermedad de 

H. vastatrix en discos de hojas de plantas de café y observar que ocurre 

microscópicamente cuando se lleva la interacción H. vastatrix-Coffea arabica en 

plantas tratadas con y sin quitosano. 
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5.1.3  Metodología  

5.1.4 Material vegetal 

Las plantas de café (Coffea arabica) fueron obtenidas a partir de semillas 

germinadas en condiciones in vitro, la preparación del medio de cultivo y las 

condiciones fueron de acuerdo con Quiroz y colaboradores (2006) con sales del 

medio MS (Murashige and Skoog, 1962) suplementado con vitaminas Morel 

(Morel, 1965), 25mg/L de cisteína HCL, 3% (p/v) de sacarosa, 0.1mg/L ácido 

naftalen acético (ANA), 0.5mg/L de cinetina y 0.25%(p/v) de gelrite. El pH del 

medio fue ajustado a 5.8 y después fue autoclaveado por 20 min a 120°C. Las 

condiciones del cultivo fueron en fotoperiodo de 16h a 25±2°C, y los explantes 

fueron subcultivados cada dos meses, cuando las plántulas desarrollaron las 

primeras hojas verdaderas (3 meses), estas fueron transferidas en macetas con 

sustrato estéril en una proporción de 6:2:1 peatmoss, arena y vermiculita 

respectivamente. Las plántulas se colocaron en el cuarto de incubación en 

condiciones de fotoperiodo (16h luz) a una temperatura de 25±2°C para su 

posterior evaluación. 
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5.1.5  Material biológico. 

Se utilizó la cepa patogénica Hemileia vaxtatrix aislada de plantas enfermas de 

café (Coffea arábica) con síntomas de roya (Hemileia vaxtatrix), las plantas 

fueron obtenidas de zonas cafetaleras del Estado de Colima y trasladadas al 

Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y Diseño del Estado de 

Jalisco, A.C., Zapopan Jalisco, México. La cepa de Hemileia vastatrix fue 

conservada hasta su uso a través de reinfecciones de plantas de café 

susceptibles a la roya bajo condiciones controladas con un fotoperiodo (16h luz) 

a una temperatura constante de 25°C. La suspensión de esporas de H. vastatrix 

empleada para el bioensayo de efectividad biológica se realizó de la siguiente 

manera: las esporas de hongos se tomaron de hojas infectadas y se 

resuspendieron en 0.05%(v/v) tween 20, posteriormente se realizó el conteo de 

esporas en la cámara de neubauer para efectuar el ajuste de la concentración a 

1X106 uridenoesporas/mL. 

  

5.1.6 Solución de quitosano 

Se diluyó el quitosano de alto peso molecular (Sigma-Aldrich) en 1% (p/v) en 

0.4M de ácido acético y se llevó a una concentración final de 0.01 y 0.05%(v/v). 

5.1.7 Bioensayo de efectividad biológica con quitosano in vitro 

Se utilizaron plantas de café (Coffea arábica) con seis meses de edad (con 6 a 

7 hojas). Para el experimento del bioensayo de efectividad biológica con 

quitosano se establecieron los siguientes tratamientos: TEF1. Control (agua 

destilada); TEF2. 0.01%(v/v) quitosano de alto peso molecular; TEF3: 0.05%(v/v) 

de quitosano de alto peso molecular. De acuerdo al cronograma (Fig. 5.1 ) en el 

día -10 (menos diez) se les aplico de forma foliar a las plantas de café con seis 

meses de edad, 3mL de la solución correspondiente a cada tratamiento (TEF1, 

TEF2 y TEF3) . Transcurridos diez días después de la aplicación del quitosano, 

el monitoreo de la progresión de la colonización de H. vastatrix se realizó a partir 

de secciones de hoja cortadas de las plantas tratadas previamente con elicitores 

de acuerdo con los tratamientos TEF1, TEF2 y TEF3, como se indica ac 

continuación: la evaluación de efectividad biológica se realizó a partir de las 
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secciones de hoja (Eskes y Toma-Braghini 1981; Ramiro D.A et al., 2009), de la 

siguiente manera, se cortaron hojas maduras de plantas de café sana (Coffea 

arabica), las cuales se desinfectaron en condiciones asépticas con etanol al 70° 

durante 1 minuto y posteriormente se realizó un enjuague con agua destilada 

estéril. Una vez desinfectadas las hojas de café fueron cortadas en forma de 

círculo con ayuda de un sacabocados, posteriormente cada sección de hoja 

(disco foliar con 1.5cm de diámetro) fueron inoculadas con 100 microlitros de una 

suspensión de esporas de H. vastatrix (1X106 uridenosporas /mL), 

posteriormente se colocaron en una cámara húmeda en condiciones de 

fotoperiodo (16h luz) o es en oscuridad? a una temperatura de 24±2°C. Durante 

el bioensayo se realizaron muestreos de hojas al día 1, 3 y 6 días para realizar 

observaciones en el microscopio de fluorescencia. 

 

 

Figura 5.1 Cronograma de aplicación de elicitores y evaluación de progresión de infección H. 
vastatrix 

 

5.1.8 Tinción de muestra para observación de microscopio.  

El monitoreo de la progresión de la colonización de Hemileia vastatrix en las 

hojas de café fue por medio de una tinción descrita por Nowiki y colaboradores 

(2012), con modificaciones menores, el tejido (hojas de café) de los tratamientos 

del bioensayo de efectividad biológica se colocaron en una solución fijadora de 
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4% de formaldehido-alcohol-acético (FAA) en 0.2M de regulador de fosfatos (pH 

7.2) durante 7 días en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente 

(25±2°C). Posteriormente las muestras se rehidrataron de manera escalonada 

(15 minutos cada paso) empleando 96, 80, 70 y 50% de etanol en agua. Después 

se colocaron las hojas en una solución de azul de tripano de lactofenol (10mL de 

agua, 10mL de ácido láctico, 10mL de glicerol, 10g de fenol, 10mg de azul tripán) 

durante 12h, en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente (25°C), 

transcurrido este tiempo el colorante de azul de tripano es reemplazado con 

hidrato de cloral (1g por cm-3), posteriormente se tiño el tejido durante la noche 

(6h) a temperatura ambiente con azul de anilina (0.05%) en 150mM de KH2PO4 

con pH 9 y se destiñe con una solución de 150mM de KH2PO4 con pH 9.5 durante 

15 minutos, Posteriormente las muestras se colocaron en solución Uvitex 2B al 

0.01% durante 1 minuto en condiciones de oscuridad. Se realizaron 3 enjuagues 

con agua destilada estéril durante 5 minutos cada uno para retirar el exceso de 

Uvitex 2B. Finalmente se coloca la muestra en un portaobjetos y se adiciona 

unas gotas de solución de lactoglicerol (20 ácido, 40 glicerol, 40 agua destilada 

estéril).  

Para la observación de imágenes en el microscopio confocal Leica, Modelo TCS 

SPE, utilizando las condiciones establecidas para azul de tripano, 488nm de 

excitación y 512nm de emisión. Para el azul de anilina se utilizó, 408nm de 

excitación y 513-530nm de emisión. Las imágenes de la serie Z se recogieron a 

intervalos de 0.7-1micrometro a través de las muestras. Todas las imágenes se 

procesaron con EZ C1 free-viewer; las cuantificaciones digitales empleadas por 

ImageJ (Nowiki et al., 2012). 

5.1.9 Resultados y discusión 

 
En este ensayo se realizó un análisis descriptivo con las imágenes observadas 

al microscopio y se tomaron las muestras más representativas de cada uno de 

los tratamientos en donde se observa el comportamiento de la roya al inicio de 

la infección con Quitosano alto peso molecular a concentración 0.05% y 0.01% 

y el control con agua destilada.  
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Figura 5.2 Proceso de infección de roya en plantas susceptibles de café.  
Las plantas fueron inoculadas con una suspensión de esporas de Hemileia vastatrix (1X106 
uridenosporas / mL), y fueron observadas en el microscopio confocal. A-C) Tratamiento control 
(TEF1) sin quitosano, D-F) Tratamiento TEF2, pretratamiento con 0.01% de quitosano de alto 
peso molecular, G-I) Tratamiento TEF3, pretratamiento con 0.05% de quitosano de alto peso 
molecular. A, D y G) Un día después de la inoculación (ddi) con uridenosporas (B, E y H) 3 ddi 
con uridenosporas (C, F e I) 6 ddi con uridenosporas   

 

En el día 1, 24  horas de haber infectado la solución de uredinosporas de roya 

se puede observar como en todos los tratamientos y control el tejido está sano y 

sin presencia de austorios, debido al poco tiempo de haber hecho la inoculación 

según reportes mencionan que la uredinospora de roya tarda 6 horas en iniciar 

la germinación y alrededor de 48 en iniciar la infección (Oviedo et al 2016). , por 
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lo que se realizó otro muestreo a las 72 horas o tres días y seis días después 

obteniendo algunos resultados interesantes(Fig. 5.2 ), para el control TEF1, se 

puede observar como se encuentra un alto contenido de micelio colonizando 

algunos estomas por lo que se puede comprobar que el inoculo era viable al 

momento de la inoculación, en el tratamiento TEF2 con quitosano al 0.01 se 

puede observar la presencia de esporas germinadas pero las hifas aún no están 

colonizando a los estomas de esa sección del tejido y para el tratamiento TEF3 

sigue observándose el tejido sano sin presencia de hifas del hongo al día 3, para 

el caso de día 6 siguen siendo parecidas las imágenes entre los tratamientos del 

dia 3 pero el tratamiento TEF1 se observa como el tejido está totalmente 

colonizado por el hongo y algunas hifas se encuentran penetrando los estomas 

por lo que a este tiempo debe de haber infectado el hongo al tejido, formando 

austorios que le permitirán desarrollar la enfermedad, para el caso TEF2 se sigue 

observando presencia de hifas pero el tejido se encuentra sano y aun no se ve 

la presencia de hifas penetrando al tejido, y para el tratamiento TEF3 el tejido 

aún está sano con presencia de uredinosporas sin germinar y sin presencia de 

hifas. 

Este resultado en cuanto a la observacion microscópica muestra que para el 

caso de nuestro control  PEF1 está ocurriendo la infección de la roya en 

comparación con los tratamientos PEF2 Y PEF3, lo interesante en estos últimos 

tratamientos con concentraciones distintas de quitosano muestran que para el 

tratamiento PEF2 con quitosano al 0.01% pudiera estar ocurriendo alguna 

inducción que no le permite al hongo penetrar el tejido y solo crecen las hifas 

sobre el tejido buscando alguna entrada por los estomas, y en el tratamiento 

PEF2 a la concentración de quitosano 0.05% se observa el tejido sano y 

presencia de esporas que no germinaron por lo que esta concentración de 

quitosano pudiera estar causando alguna inhibición en la germinación de 

esporas de roya. Estudios realizados por otros investigadores indican que el 

poder fungicida del quitosano influye directamente sobre los hongos afectando 

la germinación, esporulación y aumento del micelio. Dicha acción fungicida se 

debe a la interacción de los grupos amino que en medio ácido se cargan de forma 

positiva, con los residuos de macromoléculas en la pared de los hongos, lo cual 
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modifica la permeabilidad de la membrana plasmática y altera las funciones 

normales del hongo; también se ha encontrado que altera las células del 

patógeno causando deficiencia en su formación (Guerra-Sánchez, Vega-Pérez, 

Velázquez-del Valle, & Hernández-Lauzardo, 2008; Lárez Velasquez, 2008; 

Sánchez-Domínguez, Bautista-Baños, & Castillo Ocampo, 2007; Yien, Zin, 

Sarwar, & Katas, 2012; Ziani, Fernández-Pan, Royo, & Mate, 2009). 

 

5.1.10  Conclusiones 

 

Con estas pruebas en hojas se logró monitorear el avance de la enfermedad 

causada por la roya dese el día de su inoculación hasta el día de su infección y 

tener un amplio panorama de como ocurre el proceso de colonización del hongo 

en la hoja. 

Se generó una respuesta de los mecanismos que está ejerciendo la planta al ser 

inducida con quitosano a dos concentraciones a comparación de nuestro control 

el cual si logra ser infectado por el hongo. 

Las difentes concentraciones de quitosano tuvieron respuestas diferentes sobre 

la inducción temprana en hojas la cual por las observaciones se puede tomar la 

concentración de 0.05 % que fue la que mejor respuesta de inducción nos generó 

al momento de la inoculación del Hemilea vastatrix en próximas investigaciones. 

El método de doble tinción descrito por Nowiki et al  (2012) es una buena 

herramienta para entender como ocurre la interacción planta patógeno como es 

el caso de Hemileia vastatrix y cómo es que la planta reacciona ante la infección. 
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6. CAPÍTULO 6. 

6.1 Discusión general y conclusiones  

El café es un cultivo de gran importancia en México, es uno de sus principales 

problemas fitosanitarios es la roya amarilla del cafeto causada por el parasito 

obligado (Hemileia vastatrix). La Roya es la enfermedad más destructiva del 

cafeto y la de mayor importancia económica a nivel mundial, debido a que 

provoca la reducción en la producción de este fruto. Sin embargo, el manejo 

químico tiene el inconveniente de su toxicidad y un impacto negativo del medio 

ambiente. Por este motivo, se hace necesario el desarrollo y evaluación de 

nuevas tecnologías para el control de la enfermedad de bajo impacto ambiental. 

Por lo que el objetivo general de esta investigación fue evaluar diferentes 

bioestimulantes e inductores en el control de la roya (Hemileia vastatrix) en 

plantas de café provenientes vivero como plantas propagadas in vitro. 

Existen investigaciones que emplean bioestimulantes e inductores para el control 

de la enfermedad de la roya, desarrollados a nivel de campo con resultados 

favorables, sin embargo, las condiciones a nivel campo no son controladas y no 

se asegura la sanidad de las plantas, por lo que en este proyecto se buscó 

establecer un estudio a partir de plantas sanas propagadas in vitro, las cuales se 

logró su aclimatación y desarrollo en invernadero. Estas plantas fueron 

empleadas para efectuar la inducción de resistencia con quitosano frente a la 

roya (Hemileia vastatrix) y se evaluó el daño de la enfermedad en presencia y 

ausencia de quitosano. 

Para el establecimiento y propagación de plantas sanas de café se tomó como 

iniciativa la propagación de plantas a partir de semillas, ya que se contaba con 

suficiente material para su propagación. De acuerdo con los estudios anteriores 

se ha efectuado la comparación de la germinación de semillas cigóticas para la 

obtención de plántulas y la embriogénesis somática directa. En la germinación 

de semillas se ha observado que tarda hasta 4 meses en desarrollar una plántula 

completa con una buena adaptación en campo, sin embargo presenta un menor 

desarrollo y se tiene un menor número de plantas, comparada con la 

embriogénesis somática directa en el cual se obtienen mayor número de 
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plántulas de mejor calidad y se tiene una buena adaptación a condiciones ex 

vitro y un buen desarrollo, con el inconveniente de ser una técnica en la que se 

tarda más tiempo en obtener plantas adaptadas en invernadero, además de que 

se incrementan los costos y existe un mayor riesgo de contaminación por la 

manipulación que se tiene (Etienne et al., 1997). En este estudio se realizó la 

comparación de la germinación de semillas cigóticas en diferentes sistemas 

convencionales y biotecnológicos. En las técnicas biotecnológicas se empleó el 

uso de biorreactores (SIT) tipo gemelos y resulto ser una técnica con mayor 

eficacia, al reducir los tiempos para obtener plantas con varias hojas verdaderas 

a los 40 días, la ventaja de esta estrategia es que se reduce la manipulación y 

los costos de producción al tener un desarrollo más rápido en el biorreactor. Para 

continuar con la optimización de la propagación de plantas a partir de semilla se 

sugiere efectuar estudios comparativos de la propagación in vitro empleando 

diferentes diseños (RITA) y capacidad de biorreactores, para eficientar el 

proceso y obtener mayor número de plantas con un mayor desarrollo, las cuales 

se podrían emplear como explantes para la propagación por microesqueje, para 

obtener plantas clonales con estabilidad genética.  Además se podrían modificar 

los medios reportados en la actualidad (Etienne-Barry et al., 1999; Quiroz- 

Figueroa et al., 2002). 

Por otro lado, es importante mencionar que en muchas ocasiones la 

adaptación de plantas in vitro a condiciones ex vitro puede dificultarse, si las 

plantas no tienen un buen desarrollo, actualmente existen diversas herramientas 

las cuales nos permiten optimizar el aprovechamiento de fertilizantes asociado 

al uso de compuestos y microorganismos considerados capaces de mejorar la 

absorción de nutrientes de las plantas y el crecimiento de los cultivos, 

especialmente bajo condiciones adversas del suelo, estos se conocen como 

metabólitos potenciadores y bioestimulantes (Miller, 1990). Tomando en 

consideración el beneficio que aportan los microorganismos para el desarrollo 

de plantas, se realizó un experimento con cepas aisladas del género 

Trichoderma de distintas localidades de la región cafetalera del estado de 

Chiapas para evaluar si presentaban un efecto bioestimulante en el desarrollo 

de vitroplantas de café en condiciones de invernadero. 
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Los efectos en el desarrollo de plantas obtenidas del proceso de aclimatación y 

reinoculadas con su cepa correspondiente fueron evaluadas a los 40 días los 

parámetros de crecimiento (longitud de la planta, número de hojas, peso fresco 

y peso seco tanto del área foliar como radicular). Los tratamientos T2 (LE39), T4 

(LE47) y el T7(LE98) muestran un efecto positivo en los parámetros de desarrollo 

evaluados y presentan diferencias significativas comparado con el control y el 

testigo. Dichas cepas bioestimularon el desarrollo del sistema radicular como el 

sistema foliar en las plántulas de café, esto también se puede observar en otros 

estudios en el que los aislados de Trichoderma estimularon el desarrollo general 

de plantas de maíz, chícharo, tomate y lechuga en sustrato (Zheng, et al., 2000; 

Clear, et al., 2005, Rasool et al., 2011; Ortuño et al., 2013). 

Tomando en cuenta las características microscópicas descritas por Sutton y 

colaboradores (1998), los Trichodermas aislados de la región de Chiapas las 

cuales se identificaron, con base a sus características morfológicas (colonial y 

microscópica), visualmente presentaron diferentes formas y coloraciones por las 

diferentes zonas en donde se recolectaron las muestras de suelo, por lo que 

podría asociarse a cepas de diferentes especies, esto se debe a la producción 

de metabolitos secundarios, ya que la producción de estos es un complejo 

asociado al desarrollo morfológico de cada cepa (Vinale et al., 2009; Vessey, 

2003).  

La producción de reguladores del crecimiento de la planta por microorganismos 

es un mecanismo importante, muchas veces asociado a la estimulación durante 

el crecimiento (Sánchez et al., 2005). Al mostrar estas cepas un efecto 

bioestimulante y de acuerdo a la revisión de literatura enfocada a la protección 

que ha sido descrita en diferentes especies del género Trichoderma asociado a 

la inducción de defensa vegetal (Nawrocka y Malolepsza,2013) como 

Resistencia Sistémica Inducida (ISR) y en otras ocasiones se considera como 

Resistencia Sistémica Adquirida (SAR), se podrían considerar algunas pruebas 

para evaluar estas cepas como posibles inductores de resistencia y así mitigar 

los daños causados por la infección de roya en el cultivo de café. 
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Otro tema importante a considerar en estudios futuros, es el incremento del 

inoculo de la roya, al ser es un parásito obligado que afecta las especies de 

género Coffea siendo C. arabica la más atacada (Panstruga 2003; Avelino y 

Rivas, 2013). La única manera de mantener preservada la roya y con buena 

viabilidad,  es mediante plantas infectadas, pero existen ciertas condiciones para 

que se lleve a cabo esta infección de forma natural ya que las uredinosporas de 

roya se ve altamente afectadas por las condiciones de temperatura, luz y 

humedad (Santacreo R., et. al. 1983), por lo que fue necesario tomar rangos 

distintos y combinaciones de las condiciones descritas en estudios realizados 

anteriores, para mantener el inóculo de la roya. Por lo que en este estudio se 

evaluó durante 40 días la estrategias de infección de roya en plántulas de 

invernadero, bajo diferentes condiciones, en donde se puedo observar que el 

rango óptimo en el que se observan los síntomas relacionados con la infección 

de la roya ocurre entre el día 22 al día 40 después de la infección. 

Las hojas evaluadas en los diferentes tratamientos muestra como las hojas 

intermedias, la humedad relativa alta, luz y temperaturas favorece la infección 

del hongo provocando lesiones en diferentes puntos de las hojas como el caso 

del tratamiento H2 y H3 en donde el hongo presenta un daño de un 45 % y 20% 

respectivamente de acuerdo a la escala de severidad ubicando a estos dos 

tratamientos en el nivel 5 y 4 de este rango. Debido a que la evaluación 

solamente se efectúo hasta los 40 días solamente se logró apreciar los primeros 

síntomas de la roya, por lo que se sugiere para estudios futuros extender el 

tiempo de evaluación entre 60 y 80 días para lograr observar la etapa 

reproductiva del hongo (esporulación), por otro lado se sugiere variar los tiempo 

de fotoperiodo simulando los días cortos, que es donde se presenta la roya en 

plantas de café, como se menciona en algunos estudios realizados para 

entender la infección causada por la roya, ya que mencionan que las 

temperaturas óptimas para que este proceso infectivo se lleve a cabo 

interaccionan con una alta humedad, temperaturas que van de los 18°C a los 

27°C y periodos cortos de luz (Santacreo R., et. al., 1983). 
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Por otro lado, el quitosano inhibe el crecimiento y desarrollo de diferentes 

fitopatógenos, incluidos hongos, oomicetos y bacterias. Además, activa el 

sistema inmunológico de las plantas, otorgando protección contra un amplio 

espectro de patógenos (Beatrice et al., 2017). La inducción de la respuesta de 

defensa se puede lograr mediante elicitores o inductores de defensa de las 

plantas, que modulan algunas respuestas en las plantas, y el quitosano está en 

este grupo. De aquí parte la idea de emplear el quitosano como un potencial 

compuesto para inducir resistencia a plantas para mitigar el ataque de la roya en 

etapas preventivas por lo que en el análisis utilizando el quitosano como un 

potencial inductor de respuesta se empleó una doble tinción con azul de tripano 

y lactofenol y Uvitex 2B al 0.01%, tinción descrita por (Nowiki et al., 2012), así a 

través de la observación microscópica se monitoreo el comportamiento de la roya 

con y sin quitosano. 

Una vez obtenidos los datos del comportamiento de la infección de la roya con 

quitosano (alto peso molecular a concentración 0.05% y 0.01%) y sin quitosano  

(agua destila estéril) en hojas de café, de acuerdo a los muestreos día 1 (24  

horas) de haber infectado la solución de uredinosporas de roya se puede 

observar que en todos los tratamientos y control el tejido se encuentran sanos 

(sin presencia de haustorios), debido a que la roya tarda 6 horas en iniciar la 

germinación y alrededor de 48 horas en iniciar la infección, por lo anterior no se 

observó infectada la hoja de la plántula del cafeto en el primer día (Oviedo et al., 

2016). Por lo que se realizó otro muestreo a los tres y seis días después de la 

infección, obteniendo algunos resultados interesantes en el último muestreo (día 

6), en el tratamiento TEF1 se observa como el tejido está totalmente colonizado 

por el hongo y algunas hifas se encuentran penetrando los estomas por lo que 

en este periodo de tiempo el tejido foliar se mostró infectado por el hongo, 

formando haustorios que le permitieron desarrollar la enfermedad, para el caso 

TEF2 se observó la presencia de hifas, sin embargo, el tejido foliar se encuentra 

sano y no se ve la presencia de hifas penetrando el tejido. Para el tratamiento 

TEF3 el tejido foliar se observó sano, con la presencia de uredinosporas sin 

germinar y sin la presencia de hifas. 
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En cuanto a la observación microscópica se mostró que para el caso del control  

(PEF1), está iniciándose el proceso de infección de la roya, mientras que los  

tratamientos PEF2 Y PEF3, tratados con quitosano, no presentan síntomas de 

la enfermedad,  lo interesante en estos últimos tratamientos con distintas 

concentraciones de quitosano muestran que para el tratamiento PEF2, con 

quitosano al 0.01%, pudiera estar ocurriendo alguna inducción de resistencia en 

la plántula del cafeto, que no le permite al hongo penetrar el tejido y solamente 

crecen las hifas sobre el tejido foliar, buscando penetrar por los estomas. En el 

tratamiento PEF3, en el que se empleó una concentración de quitosano al 0.05%, 

se observó el tejido sano y la presencia de esporas que no lograron germinar, 

por lo que esta concentración de quitosano pudiera estar causando alguna 

inhibición en la germinación de esporas de roya. 

Con base a estos resultados obtenidos, se sugiere que para estudios futuros se 

considere incrementar el periodo de evaluación del proceso de infección de la 

roya en vitroplántulas en condiciones de invernadero y empleando la   

concentración de 0.01% de quitosano, con la finalidad de recabar datos del 

avance de la enfermedad de la roya durante varios días hasta que se presente 

la fase reproductiva del hongo, para tener un amplio panorama de la eficiencia 

del quitosano como inductor de defensa en cultivo de café. 

Otro estudio estudio pendiente a considerar, son los estudios a nivel bioquímico, 

como son las pruebas enzimáticas (Glucanasas, quitinasas y peroxidasas) para 

comprender más a fondo el efecto de quitosano en café, estos estudios podrían 

ayudar a comprender  como se activan los mecanismos de defensa de la planta. 

Tomando en consideración estos experimentos realizados y con base a la 

literatura, el quitosano de alto peso molecular podría ser una buena estrategia 

preventiva de la roya de café en campo, si las pruebas a nivel campo resultaran 

efectivas en la prevención de la roya, se podría considerar el quitosano como un 

producto que se aplique a nivel campo para mitigar los problemas causados por 

el hongo Hemileia vastatrix, para generar nuevas alternativas para la prevención 

de la roya y así reducir el uso de agroquímicos para dar al cultivo mayor valor 

agregado utilizando fuentes más amigables con el medio ambiente. 
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Figura 6.1 Propuesta de investigación de estudios de efectividad biológica para el control de  
la roya del café 
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