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RESUMEN 

Para determinar ía microflora asociada a las uredoesporas de Hemifeia 
vastatrix, se tomaron muestras en cafetales en los municipios de Mayagüez, 
San Sebastián y Las Marías. Las muestras se tomaron en las cuatro estacio­
nes del año y se aisló e identificó la microflora asociada a las uredoesporas 
de la roya del cafeto. Se aislaron seis especies de hongos y cuatro géneros 
de bacterias. Los hongos encontrados fueron Verticillium lecanii, Cladospo­
rium cladosporioides, Cladosporíum oxysporum, Aspergillus niger, Fusa-
ríum oxysporum y Penicilfium spp. Los géneros de bacterias fueron 
Pseudomonas, Citrobacter, Micrococus y Bacillus. Indistintamente de la 
época en la cual se tomaron las muestras, todos los microorganismos se 
encontraron asociados a ias uredoesporas aunque con frecuencia variable. 
Verticillium lecanii, C. cladosporioides y Pseudomonas spp. fueron los mi­
croorganismos que se aislaron con mayor frecuencia. 

ABSTRACT 

Distribution and frequency of the microflora associated with uredospores of 
Hemileia vastatrix Berk. & Br. 

For the study of the microflora associated with uredospores of Hemileia 
vastatrix, coffee plantations in the areas of Mayagüez, San Sebastián and 
Las Marias were sampled. Samples were taken during the four seasons of 
the year, and the microflora associated with uredospores of the coffee rust 
was isolated and identified. Six fungal species and four genera of bacteria 
were isolated. The fungal species were Verticillium lecanii, Cladosporium 
cladosporioides, Cladosporium oxysporum, Aspergillus niger, Fusarium 
oxysporum and Penicilltum spp. The bacteria belong to the genera 
Pseudomonas, Citrobacter, Micrococus and Bacillus. All microorganisms 
were consistently found in association with the uredospores throughout the 
year, but their frequency varied. Verticillium lecanii, C, cladosporioides and 
Pseudomonas spp. were the most frequently isolated. 
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INTRODUCCIÓN 

El crecimiento de la industria del café depende de la utilización de 
los avances tecnológicos para garantizar una producción estable. Entre 
éstos la protección del cultivo para reducir pérdidas en el rendimiento, 
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debido a las enfermedades y plagas, es de vital importancia. Son varios 
los patógenos que atacan los cafetos en germinadores, viveros y en 
plantaciones establecidas. La roya, causada por el hongo Hemileia 
vastalrix, es una de las enfermedades más importantes del cafeto en 
este hemisfei'io y se reportó en los cafetales de Puerto Rico por primera 
vez en febrero de 1989 (Anónimo, 1989). 

Los primeros informes sobre la roya del cafeto son del este de Africa 
en 1861 (Schieber, 1972). A través de los años la enfermedad se dise­
minó por el continente africano, el asiático y en el 1970 se reportó en 
Brazil (Thurston, 1984). Large (1940), considera a la roya del cafeto 
como una de las siete enfermedades principales del último siglo. En au­
sencia de prácticas de control, esta enfermedad puede ocasionar un 
30% de pérdidas (Monaco, 1977) y con los años la destrucción de la em­
presa (Thurston, 1984). 

Tradicionalmente el control de la roya ha consistido mayormente en 
la aplicación de fungicidas, pero en ios últimos años y en respuesta a la 
concientización de la protección del ambiente, se han explorado otras 
estrategias como resistencia de variedades y el control biológico. Esta 
última estrategia de control de organismos patógenos se ha estudiado 
y utilizado más en el ambiente del suelo que en el foliar ya que, entre 
otras razones, en el suelo el ambiente es menos variable (Blakeman y 
Fokkema, 1982). Sin embargo, en el follaje también se encuentran mu­
chos enemigos naturales y existe un alto potencial del uso de esta flora 
para el biocontrol de los patógenos foliares. Las condiciones ambienta­
les físicas y biológicas influencian la microflora presente en el filoplano 
por lo que ésta puede variar entre localidades, estaciones del año y 
plantas hospederas. Generalmente, para obtener posibles agentes bio-
controladores se identifican áreas donde la enfermedad no está 
presente o donde su intensidad es baja. Por otro lado, Pusey (1990) su­
giere que la búsqueda de organismos biocontroladores debe iniciarse 
con la flora residente ya que es importante que el organismo potencial 
pueda sobrevivir exitosamente en el filoplano. Este trabajo se realizó 
con el propósito de identificar la microflora asociada a las uredoesporas 
de H, uastatrix, un paso inicial para futuros trabajos en el control bio­
lógico de este patógeno. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Durante el año 1990 se seleccionaron plantaciones de café en tres lo­
calidades del área centro oeste de Puerto Rico; Mayagüez (50 msnm), 
San Sebastián (186.6 msnm) y Las Marías (280 msnm). En Mayagüez 
los cafetos estaban sembrados al sol, con poca vegetación en el área; en 
San Sebastián se encontraban bajo condiciones similares pero con al-
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gunos árboles en las áreas aledañas y en Las Marías estaban 
intercalados con cítricos, guineos y plátanos, con una arboleda alrede­
dor. Los cafetos tenían una distancia de siembra de 1.5x1.2 metros. En 
Mayagüez y Las Marías se tomaron muestras en la variedad Caturra y 
en San Sebastián en la variedad Borbón. 

En cada una de las localidades las muestras se tomaron a mediados 
de la primavera (marzo - mayo), del verano (junio - agosto), del otoño 
(septiembre - noviembre) y del invierno (diciembre - febrero). Se selec­
cionaron 30 hojas con lesiones de roya aproximadamente de 1 cm o 
menos de diámetro. Las uredoesporas se recolectaron pasando una es­
pátula esterilizada por la superficie de cada lesión. Se prepararon 
diluciones a 101,102 y 103 en agua esterilizada y de cada dilución se ino­
cularon cinco platos de Petri conteniendo agar-agua (AA), agar-agua-
ácido (AAac) y agar-nutriente (AN). Las inoculaciones se realizaron dis­
tribuyendo una alícuota de 0.5 mi de cada dilución en la superficie del 
medio. La temperatura de incubación fue de 21-23° C y diariamente se 
observaron bajo un estereoscopio para verificar el crecimiento de los 
microorganismos. Se utilizaron diluciones que permitieran seleccionar 
colonias puras y se transfirieron, de cada replicación, todas las colonias 
de hongos a APD y las de bacterias a ALD. 

Los hongos aislados se identificaron utilizando la técnica de cámara 
húmeda y claves taxonómicas (Bamett y Hunter, 1987; Gerlach y Ni-
renberg, 1982). La identificación de éstos fue corroborada por el 
Instituto Internacional de Micología de Inglaterra. Los géneros de bac­
terias se identificaron utilizando los manuales de Schaad (1988) y 
Bergey (1974). La frecuencia de los microorganismos se determinó a 
base del porcentaje del total de las colonias aisladas. 

Los datos de temperatura y precipitación se tomaron 15 y 30 días 
antes de tomar las muestras de hojas. Los datos de temperatura para 
Mayagüez se obtuvieron de la estación meterológica del "Tropical Agri­
culture Research Station" (TARS), los de San Sebastián se tomaron con 
un higrotermógrafo localizado en el área del estudio y los de Las Marías 
se estimaron utilizando el método descrito por Goyal et al. (1988). La 
precipitación pluvial mensual se obtuvo de los datos Climatológicos de 
Puerto Rico e Islas Vírgenes (National Weather Service) para el rango 
de altura de 50 a 333.3 msnm. La temperatura entre localidades se 
comparó mediante la prueba de T al nivel de P < 0.01 (Steel y Torrie, 
1980). 

RESULTADOS 

De los microorganismos aislados el 60% fueron hongos y el 40% bac­
terias indicando que existe una mayor frecuencia de flora fungosa en 
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asociación a las uredoesporas. La frecuencia de hongos aislados varió 
con 3a localidad, Mayagüez (31%), San Sebastián (25%) y Las Marías 
(44%). De igual forma sucedió con las bacterias donde ei 47% se aisló de 
Mayagüez, el 31% de San Sebastián y el 21% de Las Marías. 

Las especies de hongos identificados fueron; Verticillium lecanii, 
Cladosporium cladosporioides, C. oxysporum, Fusarium oxysporum, 
Aspergillus niger y Penicillium spp. Con excepción de V. lecanii, tocios 
los hongos mostraron crecimiento rápido y buena esporulación a los 
tres días de incubación en APD. El crecimiento de V lecanii al final de 
cinco días de incubación era lento y sólo después de los 15 días se ob­
servó mayor crecimiento miceliar y abundante esporulación. 

Verticillium lecanii y C. cladosporioides fueron los hongos que se 
aislaron con mayor frecuencia de las uredoesporas mientras que F. 
oxysporum fue el menos frecuente y Penicillium sp., C. oxysporum y A. 
niger tuvieron una frecuencia intermedia (Figura 1A). Las especies de 
mayor distribución fueron V. lecanii, Penicillium sp., A. niger y F. oxys­
porum, las cuales se encontraron asociadas a las uredoesporas en 
lesiones de roya en las muestras de las tres localidades. Cladosporium 
cladosporioides se aisló de las muestras de Mayagüez y de San Sebas­
tián, mientras que C. oxysporum fue el de menor distribución 
aislándose solamente de las muestras de Las Marías (Figura IB). 

En todas las estaciones del año, la mayoría de las especies fungosas 
se encontraron asociadas a las uredoesporas de H. vastatrix (Figura 
1C). Verticillium lecanii, el hongo que se aisló con mayor frecuencia en 
todas las estaciones, fue particularmente más abundante durante el in­
vierno. Al examinar la frecuencia de las otras especies, encontramos 
que durante el verano la frecuencia de C. cladosporioides, C. oxysporum 
y A. niger aumentó en comparación a lo que se obtuvo en primavera. Un 
incremento similar se observó en otoño para F. oxysporum, aunque 
también en esta época se redujo el porcentaje de colonias de la mayoría 
de la flora fungosa. 

Los géneros de bacterias encontrados en asociación con las uredoes­
poras de H. vastatrix fueron Pseudomonas, Bacillus, Citrobacter y 
Mícrococus. Del total de colonias bacterianas aisladas, el 69% corres­
pondieron al género Pseudomonas, el 61% a Citrobacter, el 11% a 
Bacillus y el 4% a Mícrococus (Figura 2A). Pseudomonas fue el género 
que se aisló con mayor frecuencia en las tres localidades mientras que 
la frecuencia de Bacillus, Mícrococus y Citrobacter fluctuó de acuerdo a 
la localidad (Figura 2B). 

Durante el año todos los géneros se encontraron asociados a las ure­
doesporas de //. vastatrix (Figura 2C). Pseudomonas prevaleció 
durante todo el año y Bacillus fue el que se aisló con menor frecuencia. 
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Durante el verano hubo una reducción en la población aislada de Pseu-
domonas y se observó un aumento en la de los otros géneros. La 
población de Bacillus aumentó notablemente en las muestras de San 
Sebastián. En el otoño, con excepción de Pseudomonas, hubo una re­
ducción en la frecuencia de las colonias de la mayoría de las bacterias 
aisladas. Para el invierno la población de Pseudomonas se redujo mien­
tras que la de los otros géneros aumentó. 

Los datos climatológicos reflejaron una distribución bimodal de la 
lluvia durante el año 1990 con picos de mayor precipitación en junio y 
octubre y una disminución considerable entre los meses de enero a 
mayo (Figura 3). Aunque las lluvias de primavera se retrasaron du­
rante ese año, en términos generales el patrón fue similar a lo 
esperado, donde la época de sequía corresponde a los meses entre di­
ciembre y abril y la lluviosa entre agosto y noviembre. Mayagüez fue la 
localidad con la tempei'atura más alta (20-32° C), mientras que en San 
Sebastián se registró la más baja (18-27° C) y en Las Marías fue inter­
media (19-29° C). Se detectaron diferencias significativas entre 
localidades en la temperatura máxima obtenida en el verano, otoño e 
invierno; en la temperatura mínima del verano y en la temperatura 
promedio del verano y el otoño (Cuadro 1). 

DISCUSIÓN 

Las fluctuaciones encontradas en la frecuencia y distribución de la 
microflora asociada a las uredoesporas de H. vastatrix sugieren la in­
fluencia de varios factores relacionados con el medioambiente, el cual 
afecta el desarrollo de los microoganismos en la superficie foliar. La flo­
resta y las condiciones climáticas relacionadas con las localidades y las 
épocas del año son posibles factores incidentes en la dinámica poblacio-
nal de estos microorganismos. 

Al examinar el efecto de localidades encontramos que fue en 
Mayagüez donde se obtuvo la mayor población de C. cladosporioides y A. 
niger y Penicillium spp. Estos resultados coinciden con los obtenidos 
por Betancourt et al. (1980) quiénes reportan a C. cladosporioides, 
Penicillium spp., Fusarium spp., A niger y Vertícillium spp. como los 
hongos más comunes en el área de Mayagüez, siendo C. cladosporioides 
el más frecuente de todos. La presencia de estos hongos en el aire indica 
que son "air-borne" por tanto las hojas del cafeto están constantemente 
expuestas a la inoculación. De mayor relevancia es el hecho de que esta 
microflora está establecida y es residente en el área, factor de gran 
importancia para la selección de organismos biocontroladores. 

En Las Marías y San Sebastián las siembras de cafetos estaban aso­
ciadas a cítricos y plátanos con una arboleda circundante, condiciones 
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FIGURA 3. Patrón de lluvia promedio para el año 1990 tomado de estaciones meteo­
rológicas localizadas entre 50 y 333.3 msnm. 

adecuadas para el desarrollo de la microflora. Los hongos son más co­
munes donde los árboles son abundantes pues éstos proveen 
condiciones ecológicas adecuadas para el crecimiento y desarrollo de los 
mismos (Bridge, 1979). Estas condiciones también pueden afectar la 
frecuencia y distribución de la flora bacteriana. 

Las variaciones en temperatura y humedad pueden alterar la mi­
croflora ya que su influencia es directa en los individuos de la población. 
Los hongos, por ejemplo, necesitan una capa de agua alrededor de sus 
células a través de la cual se difunden los nutrientes (Garraway, 1984); 
las bacterias por su parte la necesitan además para su movimiento. En 
términos generales, para su desarrollo, los hongos requieren tempera­
turas que fluctúan desde los 20° C hasta los 50° C (Cochrane, 1984) y 
las bacterias entre los 4o C y 75° C (Cappuccino y Sherman, 1987; Ber-
gey, 1974). Sin embargo, este margen puede variar de acuerdo con las 
diferentes especies y la disponibilidad de los nutrientes en el ambiente 
(Garraway, 1984). Por ejemplo, V. lecanii crece a su óptimo a 21° C (Farr 
et al., 1989) y prevaleció más en San Sebastián y Las Marías que en 
Mayagüez, donde la temperatura fue significativamente más alta que 
en las otras dos localidades. 

A pesar de las variaciones entre localidades, las mayores diferencias 
en los patrones de distribución de la flora se observaron entre las dis­
tintas épocas evaluadas. Este resultado indica que son las condiciones 
asociadas a la época del año las que ejercen mayor influencia en la di-
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CUADRO 1.—Relación de las temperaturas preualescientes en los períodos 
correspondientes a la recolección de uredoesporas. 

Estación 

Localidad Primavera Verano Otoño Invierno 

A. MAXIMA 

San Sebastián 
Las Marías 
Mayagüez 

29 a' 
28 a 
29 a 

30 aJ 

30 a 
33 b 

27 a1 

30 a 
33 b 

23 a! 

28 a 
31b 

B. MINIMA 

San Sebastián 
Las Marías 
Mayagüez 

17 a 
18 a 
19 a 

19 a 
20 b 
21b 

19 a 
20 a 
21a 

17 a 
18 a 
17 a 

C. PROMEDIO 

San Sebastián 
Las Marías 
Mayagüez 

23 a 
24 a 
24 a 

25 a 
25 a 
27 b 

23 a 
25 ab 
27 b 

20 a 
23 a 
24 a 

'Para cada temperatura, los promedios con letras diferentes en una columna difieren 
significativamente al nivel P < 0.01. 

námíca poblacional de la ñora asociada a las uredoesporas de H. 
vastatrix. De particular relevancia fue la alta frecuencia de V. lecanii 
durante el invierno, época que también se asocia con la mayor inciden­
cia de pústulas esporulantes lo que sugiere una relación estrecha entre 
ambos organismos. 

De las especies de hongos encontradas en asociación a H. vastatrix 
solamente a V! lecanii se le conoce actividad hiperparasítica, aunque 
este hecho no descarta el potencial de las demás como agentes biocon-
troladores. La determinación de la flora bacteriana fue importante ya 
que no existen informes de estudios similares con H, vastatrix. En otras 
relaciones parásito-hospedero se han encontrado bacterias epifíticas 
con potencial biocontrolador de patógenos causantes de royas. Mac-
Bride (1969) observó que Pseudomonas sp. reducía las infecciones de 
Melampsora laricis mientras que Doherty y Preece (1978) encontraron 
que Bacillus cereus, normalmente asociado a las pústulas de Puccinia 
linii, inhibía la germinación de las uredoesporas bajo condiciones de 
laboratorio. 

Hay que determinar el potencial de esta microflora en el control de 
la roya del cafeto. Sin embargo, la alta frecuencia y distribución de V. 
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lecanii, C. cladosporioides y Pseudomonas spp. sugiere que estos micro-
organismos están adaptados a las fluctuaciones climáticas 
prevalescientes y aparentan ser residentes en los habitats estudiados. 
Esta información es importante para el diseño de estudios de campo en 
el control biológico de H. vastatrix. 
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