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1. Titulo

Evaluacion del potencial inhibitorio de aceites esenciales de plantas citricas contra el

crecimiento de Hemileia vastatrix (roya del café) en condiciones in vitro



2. Resumen

El cultivo de café es fundamental en la economia de Ecuador; sin embargo, enfrenta desafios
significativos dada su susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades, como la roya del café
(Hemileia vastatrix), la cual puede causar reducciones de rendimiento de hasta el 50%. Los
mecanismos de control como plaguicidas quimicos, no brindan una eficacia sostenida debido a
la variabilidad fisioldgica del patdégeno y ademas generan efectos ambientales adversos. Este
estudio tiene como objetivo evaluar el potencial inhibitorio de tres aceites esenciales citricos
contra el crecimiento y desarrollo de H. vastatrix. La metodologia consté de tres etapas: la
identificacion molecular de esporas, la generacion de la curva de crecimiento en condiciones in
vitro, y la evaluacion del potencial inhibitorio de los aceites esenciales mediante el indice EC50.
Los resultados mostraron concordancia con las descripciones del patdgeno en cuanto a su
morfologia y curva de crecimiento, aunque se enfrentaron dificultades en la identificacion de
su genoma. En la tercera etapa, se observaron reducciones importantes en el diametro de las
colonias a partir de la concentracion minima (0,025%), siendo el aceite esencial de limon el de
mayor eficacia, con una reduccion del 95,45% (EC=0.004), seguido por los aceites de
mandarina y naranja con 66,33% (EC=0.01160), y 48% (EC=0.02017) respectivamente y
aumentando hasta un 99% en la concentracion maxima (0,8%). Los aceites esenciales
estudiados demostraron un efecto inhibidor significativo sobre el crecimiento y desarrollo de
H. vastatrix en condiciones in vitro, asi como sobre la germinacion de esporas, sugiriendo su
potencial como una alternativa viable para el control de la roya del café, en la basqueda de
moléculas altamente especificas que ofrezcan una opcion mas sostenible y menos dafiina para

el medio ambiente.

Palabras clave: Hemileia vastatrix, inhibicién, aceite esencial, citricos, in vitro



Abstract

Coffee planting is fundamental in the economy of Ecuador; however, it deals with significant
challenges due to its susceptibility to attack by pests and diseases, such as the coffee rust
(Hemileia vastatrix), which can cause yield reductions of up to 50%. Control mechanisms such
as chemical pesticides do not provide a sustained efficacy because of the physiological
variability of the pathogen and in addition to this they generate adverse environmental effects.
The objective of this study is to evaluate the inhibitory potential of three citrus essential oils
against the growth and development of H. vastatrix. The methodology consisted of three stages:
molecular identification of spores, generation of the growth curve under in vitro conditions, and
evaluation of the inhibitory potential of the essential oils using the EC50 index. The results
showed agreement with the descriptions of the pathogen regarding its morphology and growth
curve, although difficulties were encountered in the identification of its genome. In the third
stage, significant reductions were observed in the colony diameter from the minimum
concentration (0.025%), with the lemon essential oil being the most effective, with a reduction
of 95.45% (EC=0.004), followed by mandarin and orange oils with 66.33% (EC=0.01160) and
48% (EC=0.02017), respectively, increasing up to 99% at the maximum concentration (0.8%).
The studied essential oils demonstrated a significant inhibitory effect on the growth and
development of H. vastatrix under in vitro conditions, as well as on the spore germination,
suggesting their potential as a viable alternative for controlling the coffee rust, in the search of
highly specific molecules that offer a more sustainable and less harmful option for the

environment.

Keywords: Ecosystems, Distribution of ecosystems, Climate change scenarios, biodiversity



3. Introduccién

El café, originario de Etiopia, se expandid por el mundo arabe en el siglo XV, llegando
a Europa en el XVII y siendo introducido en América en el XVIII (Enriquez et al., 2020;
Tocancipa-Falla, 2002). Actualmente, es una de las bebidas més consumidas a nivel global, con
una historia que ha marcado profundamente la sociedad, cultura y comercio (Echeverri et al.,
2005).

A nivel mundial, el café es uno de los cultivos més significativos, generando réditos
anuales superiores a los 15 mil millones de dolares (Canet et al., 2016) y apoyando la
subsistencia de mas de 20 millones de personas como segundo producto de exportacion mas
importante (Garcia, 2013). Mas del 60% de la produccion global se concentra en América
Latina (Macias, 2018); en Ecuador es uno de los cultivos que mas ingresos genera por sus
exportaciones (Barrezueta-Unda et al., 2018), gracias a las mas de 199,215 hectareas cultivadas,
de las cuales el 68% es de la especie Coffea arabica y el 32% de Coffea canephora (Steeven
Arreaga-Ronquillo et al., 2021). La produccion de café en sistemas agroforestales (SAF)
beneficia al medio ambiente al mantener la fertilidad del suelo, conservar el agua y la
biodiversidad en paisajes fragmentados, asi como capturar carbono y reducir la erosién
(Montagnini et al., 2015; Beer et al., 2003).

Sin embargo, también enfrenta desafios criticos al igual que otros cultivos, entre los
cuales destacan fitopatologias, cambio climatico, inestabilidad de precios, fenbmenos naturales,
entre otros, que ponen en peligro su produccién (Ponce Vaca et al., 2016). La susceptibilidad
de la planta al ataque de plagas y enfermedades (Garcia, 2013) plantea nuevos retos sobre su
produccién como el bajo rendimiento (Juarez et al., 2010), aumento de costos vinculados al
control de enfermedades, resistencia a fungicidas, impactos ambientales, insostenibilidad de
practicas agricolas tradicionales y efectos en la demanda de productos. Enfrentar estos desafios
se convierte en una tarea crucial para los cultivadores, ya que deben precautelar su inversion
inicial y buscar estrategias efectivas para mitigar los efectos perjudiciales causados, como la
clorosis, la marchitez o incluso la pérdida total de las plantaciones (Spreen et al., 2013).

La roya del café, originada por el hongo patdgeno obligado Hemileia vastatrix,
representa una de las enfermedades mas perjudiciales para los cultivos de café, conlleva la
pérdida temprana del follaje y, si no se controla adecuadamente, puede resultar en la muerte de

la planta. La defoliacion de las hojas infectadas reduce significativamente el rendimiento hasta
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en un 50%, afectando gravemente la produccion de café (Palacios-Reyes et al., 2023). Se
considera como una de las siete enfermedades mas catastroficas de las plantas tropicales por su
capacidad para acabar con plantaciones enteras cuando avanza hasta un nivel severo
(Kushalappa y Eskes, 2019). Las especies de Coffea arabica y Coffea liberica son sus
principales hospederos, los mismos que pueden ser infectados por diferentes razas fisiologicas
del hongo (Arafio-Leyva y Rodriguez-Patterson, 2017), debido a que existen individuos con
diferentes cantidades de genes de virulencia en la poblacion de Hemileia vastatrix y a nivel
global se han reportado més de 50 tipologias de razas fisiologicas (Quispe-Apaza et al., 2017a).

En la provincia de Loja se han identificado los morfotipos I, 11 y Ill de H. vastatrix
(Calderon, 2016). Desde su aparicion en el afio 2012, la roya ha sido un problema persistente a
lo largo de los afios al afectar de manera significativa la produccion de café en Loja, generando
pérdidas econdmicas importantes para los caficultores locales (MAG, 2020). Segun Bustamante
(2013), la combinacion de la roya con otros desafios como el contrabando y la fluctuacion de
precios ha complicado aun mas la situacion. Estos problemas se agravan con los cambios
drésticos en el clima, el aumento y resistencia de plagas y la debilidad gremial; lo que resulta
en una disminucion significativa en el rendimiento por hectarea (Cumbicus, 2012). Otros
problemas de los cafetales lojanos es la presencia de plantaciones longevas, reducida area de
cultivo y plantaciones con mayor susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades
(Bustamante, 2013).

En los cultivos de café, la medida de control mas accesible y comun de la roya es el uso
de productos a base de cobre o el cultivo de ejemplares resistentes (Correa, 2014). Sin embargo,
la variabilidad fisiologica del patdgeno dificulta la resistencia en el tiempo (Herrera et al., 2009)
de modo que la mayoria de las areas estan sembradas con cultivos susceptibles. Esto fomenta
el uso de plaguicidas quimicos sistémicos o de contacto, aplicados en diferentes estados
fenoldgicos de la planta, cuya efectividad es baja y no controlan por completo la enfermedad
(Pérez Ldpez, 2012). La aplicacion de productos quimicos puede afectar colateralmente a
organismos no considerados como objetivos (Patyka et al., 2016), como los microorganismos
promotores del crecimiento vegetal, que contribuyen a la regulacion de fitopatdégenos (Castillo-
Reyes et al., 2015); ademas, pueden provocar impactos medioambientales negativos debido a
su residualidad y baja degradabilidad (Olea y Fernandez, 2001). La corta duracién de su
eficacia, conduce al aparecimiento de poblaciones de plagas y patdgenos resistentes, generadas

mediante un proceso de seleccion por el uso constante y excesivo de estos plaguicidas (Vargas-
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Gonzélez et al., 2019), y que adquieren resistencia en diferentes niveles, producida por
mutaciones genéticas (Ishii y Hollomon, 2015). Por otro lado, generan una contaminacion
ambiental evidente, al pasar a la atmdsfera o ser retenidos en el suelo por periodos prolongados
de tiempo, acumularse en el agua o los alimentos (Martinez, 2011) (Pinedo Taboada, 2021) y
producir efectos adversos en la salud de las personas por contacto e inhalacion y dar paso a
malformaciones congénitas o incluso cancer (Wolansky, 2011).

Ante la reduccion de fungicidas aprobados y en linea con las regulaciones ambientales
y de salud, existe una creciente demanda de investigaciones que busquen soluciones
innovadoras, eficaces y sostenibles para el control de enfermedades como la roya del café
(Martinez, 2011). Este fendbmeno ha impulsado un mayor interés en la investigacion de
fungicidas botanicos, debido a su capacidad para contrarrestar los efectos negativos de los
fungicidas sintéticos, reduciendo asi la presencia de residuos en los alimentos, la contaminacion
ambiental y la resistencia de los patdgenos (Pérez-Soto et al., 2015). Por consiguiente, el
empleo de derivados botanicos emerge como una alternativa prometedora, respaldada por los
principios activos presentes en las plantas. Estos principios incluyen mecanismos de defensa
como la lignificacion y suberizacion (Montes, 2009), asi como procesos quimicos como la
sintesis de fitoalexinas, que se acumulan en el sitio de penetracion del patégeno, conduciendo
a la apoptosis (Ordefiana, 2002) (Villa-Martinez et al., 2015). Ademas, los metabolitos
secundarios sintetizados por las plantas, como fenoles, terpenos, alcaloides y aceites esenciales,
pueden dafiar las biomembranas y afectar los procesos vitales de las células del patégeno
(Lauzardo et al., 2007). Dada la rapida propagacién y agresividad de H. vastatrix, asi como sus
devastadoras consecuencias en los cultivos, la identificacion de estos objetivos se vuelve de
suma prioridad (Maia et al., 2017).

En los dltimos afios, el estudio de los aceites esenciales ha cobrado mayor relevancia
debido a sus diversas propiedades beneficiosas, tales como su capacidad antibacteriana,
fungicida y antioxidante (Argoti et al.,, 2017), antivirales (Ordaz-Trinidad et al., 2018),
antimicrobianos (Solares et al., 2017), y repelentes (Deza Borau, 2019; Duran Aguirre et al.,
2020; Ringuelet et al., 2014). Estos productos representan una opcién efectiva en una amplia
gama de condiciones, especies de plagas y sistemas de cultivo (Mesa et al., 2019), y sirven
como base para el desarrollo de moléculas especificas dirigidas a identificar objetivos
enzimaticos que, mediante su actividad enzimatica, puedan alterar el ciclo infeccioso de H.

vastatrix sin afectar al cultivo u otros organismos (Cardona Serrate, 2020).



La presente investigacion forma parte del Proyecto "ldentificacion de targets
moleculares para el desarrollo de inhibidores enzimaticos en el control de la roya del café
(Hemileia vastatrix)", y tiene como objetivo evaluar el potencial inhibitorio de los aceites
esenciales de tres citricos en diferentes concentraciones contra el crecimiento de Hemileia
vastatrix, el hongo causante de la roya del café. Mediante ensayos in vitro, buscamos
proporcionar evidencia cientifica que impulse la busqueda de objetivos enzimaticos de estos
aceites en el control de esta enfermedad que afecta gravemente los cultivos de café, y sentar
precedentes para el desarrollo de fungicidas botanicos que puedan utilizarse en la lucha contra
este y otros hongos reduciendo los impactos negativos asociados al uso de plaguicidas
sintéticos; por ello, la pregunta de investigacion planteada es: "¢ Cual es el potencial inhibidor
de los aceites esenciales de plantas citricas contra el crecimiento de Hemileia vastatrix y
desarrollo de la roya del café en el tejido foliar de Coffea ardbiga en condiciones in vitro?"

Con ello se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general:
Evaluar el potencial de inhibicion de aceites esenciales de plantas citricas contra
crecimiento y desarrollo de Hemileia vastatrix, causante de la roya del café, en condiciones in

vitro.

Objetivos especificos:
- Realizar la identificacién molecular de esporas de la roya del café.
- Obtener la curva de crecimiento de Hemileia vastatrix en condiciones in vitro.
- Identificar el potencial de inhibicion de aceites esenciales de plantas citricas contra el
crecimiento de Hemileia vastatrix y el desarrollo de la roya del café mediante el indice
EC 50.



4. Marco Teorico
4.1. Elcafé

El café es una bebida, producto de la infusion de semillas de cafeto tostadas y
procesadas, constituye un mercado en expansion que genera beneficios econdmicos en todos
los niveles de la cadena de valor a nivel global, desde productores hasta consumidores. En las
ultimas dos décadas, la produccion mundial de café ha experimentado un notable incremento,
aumentando aproximadamente un 61% entre 1990 y el periodo 2012-2016 (OIC, 2018).

El cafeto, un arbusto tropical con hojas verdes, forma parte de la familia Rubiaceas y
género Coffea spp. Se desarrolla en zonas de humedad moderada y altitudes que oscilan entre
600 y 1.200 metros. Abarca 500 géneros y mas de 6000 especies, siendo la Ardbica y Robusta
las mas cultivadas. Al madurar, produce frutos carnosos rojos o purpuras conocidos como
cerezas de café, que poseen dos nucleos y cada uno contiene un grano o semilla de café de color
verde (Pérez-Soto et al., 2015).

4.2. Origeny evolucion del café

El café se origin6 en Africa, en la ciudad de Kaffa, de la cual se deriva su nombre. Se
conoce que se produjo de forma silvestre en el altiplano de Abisinia, actual Etiopia. En el siglo
X111l se popularizé como una bebida estimulante debido a la restriccidn islamica de bebidas
alcohdlicas. En el siglo XV, fue introducido a Persia, Egipto y Turquia por los musulmanes.
Posteriormente, llegd a Europa en el siglo XVII por los mercaderes venecianos,
transformandose en una bebida de gran demanda. En el siglo XVIII, los grandes cultivos se
desplazan a Ceilan, Indonesia y América del Sur, en esta Gltima, Brasil se constituye como la
sede de la primera plantacion en 1727 (Alvarado y Rojas, 1994).

Actualmente, el café es cultivado en mas de 70 paises del mundo, siendo Brasil,
Colombia, Indonesia, India y Vietnam los pioneros en su produccion (Pérez-Soto et al., 2015).
La introduccion del café en Ecuador se remonta al siglo XIX, y para la década de 1970 se
convirtié en uno de los principales cultivos de exportacion del pais. La provincia de Manabi, se
destaco como una zona de tierras versatiles para grandes cultivos de café. Gracias a su ubicacion
geografica estratégica, Ecuador se encuentra en el ranking de productores con un potencial de

crecimiento en cafés especiales a nivel mundial.



4.3. Cultivo de café en Ecuador

Ecuador es reconocido como uno de los pocos paises en el mundo donde es posible
cultivar café en précticamente toda su extension territorial, debido a sus aptitudes
agroecoldgicas privilegiadas de Ecuador facilitando el cultivo de café desde la provincia de
Loja hasta la zona del Carchi, e incluso en las islas Galapagos. Segun el INIAP (2013),
Tungurahua es el Unico territorio identificado donde no se cultiva cafe.

En Ecuador, el café se introdujo en 1830, cuando los primeros cafetos de la variedad
tipica (café Arabica) se ubicaron en los recintos de Las Maravillas y EI Mamey, en el canton
de Jipijapa, en la provincia de Manabi. Para el afio de 1951 lleg6 el café Robusta al pais,
iniciando su produccion en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue, en Quevedo,
provincia de Los Rios (MAG, 2020).

Las primeras exportaciones de café en el pais comienzan en 1903 y empiezan a crecer a
partir de 1960. Actualmente, este producto se integra en la lista de productos clave en las
iniciativas de comercio exterior y produccion libre de deforestacion, respondiendo a la demanda
en Europa y en el continente asiatico (INIAP, 2014).

Las zonas productoras de café arabigo mas significativas del pais se sitdan en las
provincias de Manabi, Loja, EI Oro, Zamora Chinchipe, Morona Santiago, Pastaza, Bolivar,
Chimborazo, Azuay, Cafar, Cotopaxi, Pichincha, Santo Domingo, Imbabura, Carchi, Los Rios,
Guayas Esmeraldas y Galdpagos (INIAP, 2014). El café ecuatoriano contribuye
significativamente a la economia del pais y es parte fundamental de su sector agricola. Se trata
de un cultivo de gran importancia econdémica, con un total de 199,215 hectareas cultivadas,
segun datos de PROECUADOR en 2019. De esta area cultivada, el 68% corresponde a la
especie Coffea arabica, mientras que el 32% corresponde a Coffea canephora
(PROECUADOR, 2019).

Los suelos de los distintos cantones de la provincia de Loja, son aptos para el cultivo de
café, pues posee altitudes desde los 800 hasta los 2000 msnm. Su produccidon ha sido reconocida
como una importante contribucion a la economia local y regional, lo que ha permitido a los
productores obtener precios superiores en el mercado internacional, dando paso a que el cafée
lojano sea un referente destacado dentro de la industria cafetalera a nivel nacional, presente en

las mejores cafeterias especializadas alrededor del mundo. (MAG, 2020).



Sin embargo, la produccion de café puede afrontar diversos desafios que incluyen plagas
y enfermedades. La terminologia “plagas™ se refiere a la presencia de insectos que atacan los
frutos cuando alcanzan la madurez. Por otro lado, las enfermedades pueden afectar el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Entre las enfermedades méas comunes se encuentran el
mal de hilachas, el ojo de pollo y la roya del café (CEPAL, 2013). Esta ultima, ha sido
reconocida como una enfermedad de gran relevancia que genera un impacto notable en la
productividad, provocando disminuciones drasticas en los rendimientos de los cultivos de café
(Batista, 2018).

4.4. Laroya del café

El nombre cientifico del hongo que causa la Roya del café es, Hemileia vastatrix; deriva
del latin "vastare" o "vastador" (vastatrix) y "mitad lisa" (hemileia), haciendo referencia a la
mitad lisa de sus esporas y su devastador efecto en los cafetos (Hernandez, 2017). Se trata de
un hongo patégeno obligado, perteneciente al reino Fungi, filo Basidiomycota, orden
Pucciniales y familia Mikronegeriaceae.

H. vastatrix se dirige a las especies del género Coffea, impactando principalmente las
hojas maduras vivas y, en casos de infeccion severa, también afecta las hojas jovenes (Batista,
2018). Una vez que las hojas se ven comprometidas, se produce una caida masiva o una
disminucion en su capacidad fotosintética, lo que puede llevar a la regresion o muerte de las
ramas o incluso de la planta en su totalidad. Las variedades de café que son mas susceptibles a
este patdgeno son: Caturra, Catuai, Bourbon, Tipica, Pache, entre otras. (Sistema Nacional De
Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria 2013).

Se origind en las montafias de Etiopia y Uganda, en el noroeste de Africa, en 1869.
Luego, se propago por todo el continente africano y asiatico, ocasionando importantes pérdidas
en las plantaciones de café (Subero, 2005). En Ceilan, actual Sri Lanka, se emitio el primer
reporte sobre la enfermedad, en donde afect6 la exportacion de 41 855 toneladas en 1879, que
descendio a 9 000 toneladas en 1884 y 2 300 toneladas en 1893 (Avelino y Rivas, 2013).

La llegada de la roya a América generd una gran preocupacion entre los productores de
café. En 1970, se informo de la presencia de esta enfermedad en todas las variedades arabiga
en Brasil, y posteriormente se extendid a otros paises de la region, como Costa Rica, Nicaragua,
El Salvador, Honduras, Guatemala, Panamé, Colombia, Brasil, el Caribe, Per( y Ecuador. En

2012, la epidemia de la roya afectd gravemente a los paises de Centroamérica 'y América del
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Sur. En 2013, Pert y Ecuador experimentaron una reduccién significativa en la cantidad y
calidad de la produccion de café, ademas de sufrir importantes pérdidas econémicas y dafios en

las plantaciones debido a esta enfermedad (Subero, 2005).
4.5.  Impacto econémico y productivo

La roya del café ha representado un desafio significativo para la industria cafetalera en
Ecuador, con registros de la enfermedad que datan desde 1981 en Zamora Chinchipe, seguido
de detecciones en Loja 'y El Oro en 1983. Durante el periodo de 2002 a 2011, la produccion de
café en Ecuador mostr6 una tendencia creciente, pero en 2012 se produjo una caida dréstica del
69% en comparacion con el afio anterior, atribuida principalmente a la disminucion de la
superficie plantada y el rendimiento.

En 2013, una epidemia de roya afecté a los cafetales de Ecuador y Pert (Libert-Amico
et al., 2018), causando la pérdida del 30% de la cosecha de café a nivel nacional. Como
respuesta a esta crisis, el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP)
decretd el estado de emergencia para el sector cafetalero del Ecuador, con el objetivo de mitigar
los efectos negativos causados por el hongo de la roya (Hemileia vastatrix) en las provincias
cafetaleras del pais.

Esta enfermedad continda impactando la produccion, especialmente en variedades
susceptibles como Tipica, Caturra, Bourbon, Villalobos, Catuai, San Salvador y Pache (Duicela
Guambi & Ponce Vaca, 2015); comprometiendo su estabilidad econémica y disminuyendo la
calidad del producto. Ademas, el uso excesivo de quimicos para combatir esta enfermedad ha

generado preocupaciones sobre la contaminacion ambiental (Mantuano et al., 2022).
4.6. Ciclo de vida de H. vastatrix

El ciclo de vida de Hemileia vastatrix consta de 5 etapas: i) Diseminacion, ii)
Germinacion, iii) Penetracion, iv) Colonizacion y v) Colonizacion. Durante la primera etapa, la
roya del café se disemina a través de uredosporas, las cuales llegan al envés de las hojas y se
establecen dentro de la planta, generando un polvillo amarillo o naranja caracteristico de la
infeccion. Esta etapa se inicia con la liberacion de uredosporas, dispersion e infeccion de hojas

nuevas (Rivillas et al., 2011).
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En la fase de germinacidn, H. vastatrix se deposita en el reverso de la hoja y en un lapso
de 6 a 12 horas emite cuatro tubos germinativos. Para multiplicarse, el hongo requiere
temperaturas cercanas a 28°C y condiciones adecuadas de humedad y luz. Una vez que obtiene
los nutrientes necesarios, se reproduce y desencadena los sintomas caracteristicos en la planta.
La duracion de esta etapa bajo el sol es de 21 a 24 dias y bajo sombra 18 a 22 dias (Rivillas et
al., 2011).

En la tercera etapa, el hongo ingresa a la planta a través de los estomas, prefiriendo
aquellos bien desarrollados. Las hojas jovenes son méas receptivas a la infeccion en comparacion
con las hojas adultas, resultando en menos heridas de inoculacion en estas ultimas. Esta
preferencia del hongo por las hojas jovenes indica una mayor capacidad para infectar y
establecerse en ellas (Avelino y Rivas, 2013).

La infeccién se produce cuando las hifas del hongo ingresan y se desarrollan en las
hojas, dando inicio a la fase de colonizacion de la planta. Las hifas germinan y dan lugar a la
formacion de lesiones amarillentas caracteristicas. Es importante sefialar que hay una etapa de
incubacidn en la que no se observa actividad infecciosa visible, pero durante la cual el hongo
se desarrolla internamente en la planta (Porto et al., 2019).

Finalmente, la esporulacion de la roya del café sigue un ciclo de aproximadamente 10 a
14 dias, durante el cual se desarrollan nuevas uredinias y se producen nuevas urediniosporas.
Durante un periodo de 2 a 3 semanas, los dafios causados por la esporulacion se intensifican.
En este tiempo, se estima que se dispersan alrededor de 300.000 esporas en un lapso de 5 meses,
a través de 6 ciclos de esporas, como resultado de las lesiones causadas por el hongo. Estas
esporas contribuyen a la propagacion y diseminacion de la enfermedad en las plantaciones de
café (Avelino y Rivas, 2013).

Avance de la Roya en el envés de la hoja del cafeto

Hoja sana Hoja muy enferma

Figura 1. Ciclio de vida de H. vastatrix.
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4.7.  Urediniosporas

Las urediniosporas de H. vastatrix son microscopicas (30 mm de largo y 20 mm de
ancho), poseen forma angosta y triangular redondeada, aunque algunas pueden tener forma
piramidal. Tienen una pared corta convexa a lo ancho y, en menor medida, a lo largo de la
espora. Las dos partes laterales que entran en contacto son casi planas, a excepcion del apice y
la base que son redondeados. La parte méas redondeada estd cubierta por pequefias espinas
erectas de 3 a 4 micrémetros de grosor, que son menos densas en la parte lisa de la espora
(Deepak, 2012). Se dispersan en grandes cantidades, formando un polvillo distintivo de color
amarillo a anaranjado (Rivillas et al., 2011).

Los efectos de la infeccion se manifiestan a medida que las esporas se dispersan y el
hongo se multiplica, ya que estas ultimas son los drganos reproductores de la enfermedad y
emergen en un periodo de 3 a 12 horas; requieren de un tubo germinativo que se desplaza sobre
una gota de agua hasta encontrar el envés de una hoja con estomas accesibles. Una vez alli,
comienzan a desarrollarse a través de los espacios intercelulares, formando estructuras llamadas
haustorios, que les permiten alimentarse del tejido de la hoja. Aproximadamente luego de 10 a
15 dias, aparecen manchas amarillentas en la hoja, que eventualmente adquieren un color café
(Avelino y Rivas, 2013).

4.8. Identificacion de Hemileia vastatrix

La presencia de H. vastatrix en las plantas de café se manifiesta a través de signos
visuales como clorosis (amarillamiento de las hojas), necrosis (muerte de los tejidos),
marchitez, pudriciones secas o humedas, disolucion de tejidos y crecimiento anormal. Estos
sintomas estan vinculados a desequilibrios fisioldgicos, como la alteracion en la fotosintesis o
respiracion, el aumento de transpiracion y la inmovilizacién de nutrientes, hormonas o
precursores de vias metabdlicas (Gomez, 2015). Segin Rozo-Pefia y Cristancho-Ardila (2011),
es posible distinguir la infeccion por H. vastatrix de otros hongos fitopatdgenos mediante

identificacion morfoldgica y pruebas moleculares.
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Identificacion morfoldgica

Los aislamientos se identifican morfologicamente en base a la forma y dimensiones de
uredosporas. Mediante el examen microscépico de las estructuras caracteristicas del hongo, se
puede confirmar la presencia de H. vastatrix en la planta infectada.

Pruebas moleculares

El uso de técnicas de biologia molecular, como la amplificacion de fragmentos de ADN
especificos del hongo mediante la reaccién en cadena de la polimerasa, puede ayudar a
identificar y diferenciar H. vastatrix de otros hongos patdgenos presentes en las plantas de café.

4.9.  Tratamientos para la roya de café

El manejo tradicional de la roya del café se basa en el uso de fungicidas sistémicos,
como triazoles, estrobilurinas e hidroxido de cobre, aplicados mediante un cronograma
detallado para la prevencion y monitoreo de la enfermedad y cuyo objetivo principal es
controlar la propagacion de la roya y minimizar los dafios en las plantaciones de café (Ishii y
Hollomon, 2015). Sin embargo, su uso conlleva una serie de efectos colaterales, como la
contaminacion de sustratos, destruccion de habitats, efectos toxicos sobre la fauna,
contaminacion de aguas superficiales y subterraneas, biomagnificacion, pérdida de
biodiversidad, erosion y degradacién del suelo, entre otros (Garcia, 2016).

Con el compromiso de reducir los efectos derivados de los plaguicidas sintéticos,
numerosos estudios se han enfocado en evaluar la eficacia de productos ecoldgicos en el
tratamiento de plagas y enfermedades fingicas (Caetano et al., 2020). Estos fungicidas
naturales se caracterizan por su bajo potencial toxico, alta eficiencia y la ausencia de residuos
dafinos en el ambiente.

De acuerdo a Silva et al. (2014), el control de plagas con productos ecologicos presenta
un menor impacto ambiental y humano debido a su baja toxicidad, lo que reduce el riesgo de
contaminacion y protege la salud publica. Ademas, al ser compuestos biodegradables, los
bioplaguicidas ofrecen seguridad relativa para los organismos benéficos y reducen el riesgo de
generacion de resistencia en comparacion con los fungicidas sintéticos (Fajardo-Franco et al.,

2020). Su uso se alinea con las restricciones de la sostenibilidad en la agricultura moderna,
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mitigando los costos sociales y ecoldgicos asociados con el uso de insecticidas sintéticos
(Devine et al., 2008).

Desde una perspectiva econdmica, segun Celis et al. (2008) y Garcia (2016), los
biopesticidas son opciones de menor costo en comparacion con los fungicidas sintéticos, lo que
los hace mas accesibles para los productores. Ademéas de resolver el problema de bajo
rendimiento en los cultivos, su uso en la produccion organica del café puede aumentar su valor
en el mercado mundial, permitiendo a los productores acceder a mercados orgénicos altamente
demandados y valorados.

Para el control de H. vastatrix, se han explorado diferentes métodos botanicos. Por
ejemplo, Fajardo-Franco et al. (2020), investigaron el uso de biofungicidas elaborados con
Neem (Azadirachta indica), arbol de Té (Melaleuca alternifolia) y Clavo de Olor (Syzygium
aromaticum). Otro enfoque evaluado ha sido el uso de extractos; Silva et al (2014), evaluaron
la eficiencia del extracto de ajo (Allium sativum) y extracto de Yerba de cabra (Vernonia
polysphaera), ambos demostraron inhibiciones de la germinacion de esporas superiores al 92%.
Extractos supercriticos, como el de orégano (Lippia graveolens) fueron estudiados por Rodas
Arzét et al. (2015), mostrando resultados prometedores para el tratamiento de esta plaga.

4.10. Actividad de aceites esenciales

Dentro de los biofungicidas, se ha analizado también el empleo de aceites esenciales,
los cuales poseen una amplia variedad de principios activos con propiedades antifungicas,
incluyendo terpenoides, iridoides, sesquiterpenos, saponinas, compuestos azufrados o
nitrogenados (alcaloides, aminas, amidas), alifaticos y aromaéticos (fenoles, flavonoides,
estilbenos, bibenziles, xantonas y benzoquinonas), sesquiterpénicas, cumarinas, indoles,
bibenzyles, derivados del acido antranilico, estilbenos, flavanonas, diterpenos, antocianidinas,
chromonas, isoflavonas, isoflavonoides, antroguinonas, fenilpropanoides y sesquiterpenos
(Montes, 2009).

La eficacia de aceites esenciales se atribuye a su complejidad quimica, que favorece la
sinergia entre sus componentes y aumenta su efectividad en el control de hongos. A pesar de
gue su uso ha sido limitado debido a que la industria agricola encuentra mas eficaz la
produccion de compuestos sintéticos, en los tltimos afios el estudio y la aplicacion de los aceites

esenciales para el control de hongos fitopatogenos se ha intensificado (Pérez-Soto et al., 2015).
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Son relevantes estudios como los realizados por; Pawar y Thaker (2007), Necha y
Barrera (2009), y Villa-Martinez et al. (2015), quienes demostraron la eficacia de aceites
esenciales de plantas como canela, epazote, hierbabuena, ruda y tomillo en el control del hongo
Fusarium oxysporum f. sp. cicer.

Para H. vastatrix, Pereira et al. (2012a) examinaron el efecto in vitro de varios aceites
esenciales, incluyendo canela, citronela, limoncillo, clavo, arbol de té, tomillo, neem y
eucalipto, sobre la germinacion de urediniosporas de H. vastatrix. Silva et al., 2014 evalué la
eficiencia del aceite esencial de Hierba limén (Cymbopogon citratus), en ambos casos la
inhibicién de germinacion de esporas superd el 97%. Por otro lado, Rodriguez-Pefia (2022)
evalud aceites esenciales de la familia Myrtacea y propiconazole, los cuales demostraron
reducir el porcentaje de germinacion de las uredosporas incluso en concentraciones tan bajas
como el 0.02%.

Los aceites esenciales desempefian un papel crucial como agentes protectores de las
plantas contra una variedad de amenazas, incluyendo bacterias, virus, hongos e insectos, asi
como en la atraccion o repulsion de ciertos insectos para la dispersion de polen o semillas, con

el fin de evitar efectos no deseados (Usano-Alemany et al., 2014).

4.11. Aceites esenciales de plantas criticas

Los citricos pertenecen a la clase Angiospermae, a la subclase dicotiledonea, a la orden
rutae y a la familia rutacea, las cuales poseen un alto contenido en vitamina C y acido citrico
en sus frutos. Ademas, se clasifican dentro del género Citrus, el cual incluye especies como la
naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata), limén (Citrus aurantifolia), y pomelo
(Citrus paradisi) (Grosse R et al, 2000).

Los aceites esenciales consisten principalmente en monoterpenos, siendo los mas
usuales son el limoneno y el mentol. Empleados frecuentemente por sus caracteristicas
aromaticas, propiedades antibacterianas o en ambitos como la medicina tradicional y los
remedios herbolarios (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009). Los aceites esenciales de plantas
citricas, exhiben un elevado contenido de limoneno (90%-96%), y en menor proporcion, otros
monoterpenos oxigenados como linalol (1%-2%) y cineol (1%). Estos compuestos han
mostrado capacidad para inhibir el crecimiento de diversos hongos que afectan a las plantas
(Alzate et al, 2009).
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4.12. Perspectivas futuras en la produccion de café

Las problematicas derivadas de las enfermedades de café demandan una atencion
urgente y un enfoque cientifico riguroso para su manejo. En este sentido, es fundamental
establecer perspectivas futuras y areas de investigacion que impulsen y salvaguarden la
produccién de café. En la investigacion actual, un area importante es el manejo integrado de
plagas y enfermedades (Ramirez Rojas & Cerda, 2021). Este enfoque busca desarrollar y
perfeccionar métodos de control bioldgico, cultural y quimico para gestionar las plagas y
enfermedades de manera sostenible y respetuosa con el medio ambiente; implica una
comprension profunda de los sistemas agricolas, asi como la evaluacion continua de practicas
y tecnologias emergentes (Iglesias, 2009; Guharay, 2001).

Ademas, es imperativo explorar el papel de la biotecnologia y la genética en la
resistencia de las plantas a enfermedades (Ortega et al., 2023). La identificacion vy
caracterizacion de genes asociados con la resistencia a enfermedades especificas podrian
conducir al desarrollo de variedades de café mas resilientes y adaptadas a condiciones
cambiantes (Fernandez et al., 2010; Moreno Ruiz, 2023; Villalta-Villalobos & Gatica-Arias,
2019). Asimismo, se requiere mayor investigacion en la salud del suelo y microbiologia
agricola para comprender la relacion entre ellas y la incidencia de enfermedades en los cultivos
de café (Gomez Lopez, 2021). Implementar estrategias de manejo que promuevan la
biodiversidad del suelo y la actividad microbiana podrian ayudar a mitigar el impacto de
enfermedades y mejorar la salud de las plantaciones (Leon Avilés Doris, 2020).

El manejo de las enfermedades en los cultivos de café requiere un enfoque
interdisciplinario que abarque varios campos técnicos, asi como la colaboracion entre
cientificos, agricultores y organismos gubernamentales para desarrollar estrategias integrales y
sostenibles que protejan la produccion de cafe.

5. Metodologia

5.1.  Area de estudio
El presente trabajo de investigacion, de tipo descriptivo y experimental, se desarroll6 en
dos fases: fase de campo y fase de laboratorio.
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La fase de campo se realizo6 en la Finca Agroecoldgica “El Naranjo” (Figura 2), dedicada
al cultivo de café arabigo de especialidad con caracteristicas de cultivo organico, la misma que

se encuentra ubicada en el cantdn Quilanga, provincia de Loja (Figura 3).

Figura 2. Finca Agroecologica “El Naranjo”
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Figura 3. Ubicacion del cantén Quilanga

El cantén Quilanga se encuentra ubicado en la parte sur de la Provincia de Loja a una
distancia de 91 km de la ciudad de Loja. Presenta un clima templado subtropical, con una altura

entre los 1140 hasta los 3406 msnm, una temperatura promedio de 19,8 °C y con una superficie
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total de 268 km2. Se caracteriza por la presencia de suelos con pendientes pronunciadas
cubiertos por pastos, utilizados para sistemas silvopastoriles, suelos forestales y suelos
agricolas; estos ultimos son aptos para los cultivos de cafia de azlcar y café. Ademas, cuenta
con cafetales que en su mayoria estan cultivados bajo sistemas agroforestales, los mismos que
abarcan una extension de 624,02 ha (GAD Quilanga, 2023) y son de gran importancia ecolégica
y economica al constituir el habitat de diferentes especies de flora y fauna nativas (Garcia,
2018).

La segunda fase de este proyecto se desarroll6 en el Laboratorio de Analisis Quimico

de la Universidad Nacional de Loja.

5.2. Metodologia para el primer objetivo: “Realizar la identificacion molecular de
esporas de la roya del café”

Recoleccion de hojas infectadas

Estudios por publicar del Grupo de Investigacion: Genética y Biologia Molecular,
sugieren que en las plantas que presentan infeccidn, esta se da por un mismo morfotipo. De este
modo, mediante un muestreo aleatorio simple, se recolectaron veinte hojas de Coffea arabica
infectadas en la Finca Agroecologica “El Naranjo”, considerando la principal caracteristica
fisica de la infeccion por Hemileia vastatrix, tal como la presencia de polvillo amarillo o naranja
(Figura 4 a). Ademas, se utilizo la escala diagramatica de siete clases para severidad en hoja de
Sinavef-Lanref (2015) para recolectar Gnicamente hojas que presenten una severidad mayor al
45% (Figura 4 b). Estas hojas se colocaron en fundas plasticas herméticas, separandolas con
papel bond para evitar la pérdida de esporas y fueron trasladadas al Laboratorio de Anélisis

Quimico de la Universidad Nacional de Loja.
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Figura 4. Hojas recolectadas con infeccion por Hemileia vastatrix, a) Escala diagramatica de
severidad de Sinavef-Lanref, b) Hojas con presencia de polvillo amarillo e infeccion mayor a 45%

Identificacién morfolégica de Hemileia vastatrix

Con las hojas infectadas recolectadas en campo, se realizd la identificacién morfoldgica
de H. vastatrix para corroborar la presencia de este hongo mediante sus esporas. Con un bisturi
esterilizado se tomaron cuidadosamente las esporas de las hojas y se colocaron en un porta y
cubre objetos que contenia 20 uL de agua destilada para facilitar la observacion bajo el
microscopio Y la identificacion de las esporas de H. vastatrix (Figura 5). Ademas, esto permitio

observar detalles como el tipo de esporas, forma, tamafio, color y estructuras reproductivas.
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Figura 5. Identificacion morfolégica de las esporas de H. vastatrix, a) Microscopio binocular
OLYMPUS, b) Esporas de H. vastatrix bajo el microscopio, lente de 20x.

Identificacion molecular de Hemileia vastatrix

Para conocer la raza fisiologica de Hemileia vastatrix presente en este estudio, se
desarroll6 una identificacion molecular.

Para esto, se realizo la extraccion de ADN ribosomal mediante la técnica de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico. Se obtuvieron cuatro muestras de ADN de Hemelia vastatrix.
Posteriormente se utiliz6 1,0 uL de producto de extraccion de ADN de la muestra B para

cuantificar en espectrofotdémetro NanoDrop™ 2000c. La Tabla 1 muestra la cuantificacién de

la muestra B.
Tabla 1. Cuantificacion de la muestra de ADN en NanoDropTM 2000c
Muestra Concentracion 260/280 260/230
B 1245 ng/uL 1,74 1,70

Nota: Las concentraciones altas en ocasiones necesitan diluirse para mejorar la PCR, en este caso la

muestra normal no amplifico la PCR por lo que se realiz6 una dilucion 1:10.

Amplificacion por PCR region ITS1/ITS4
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El ADN se amplific6 mediante PCR usando primers universales ITS1 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’ (White et al., 1990) e ITS4 (5’TCCTCCGCTTA
TTGATATGC-3’ (White et al., 1990), esperando obtener un fragmento de 400 a 600 pb.

ITS1 primer ITS3 primer
>
18S rDNA 5.8S rDNA 28S rDNA )
ITS1 ITS2 ¢ —

ITS4 primer

La amplificacion por PCR se realiz6 con un volumen de 20 pL. Se agregaron dos
microlitros de muestra diluida (1 uL en 9 pL de H20), a la mezcla maestra de PCR, que consistia
en 10 pL de Phusion High Fidelity PCR master mix (Thermo Fisher Scientific) (1x), 0,5 puL de
cada cebador (25 pmol), 0,4 uL BSA al 1% y el volumen restante consistio en agua ultrapura
de grado molecular. La amplificacidn consistié en una desnaturalizacién inicial a 98 °C durante
30 s; 35 ciclos de desnaturalizacion a 98 °C por 10 s, alineamiento a 60 °C por 20 s y extension
a 72 °C por 30 s; y una extension final a 72°C por 10 min; para ello se utilizé el Applied
Biosystems™ Termociclador MiniAmp. Se llevaron a cabo simultdneamente reacciones de

control negativo sin ningin ADN molde.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%

La electroforesis en gel de agarosa al 1% se realizd con tampdon TBE 1x (Tris 0,1 M,
acido bérico 0,09 M, EDTA 1 mM) y 1,5 uL de SYBR safe como intercalante, las condiciones
fueron 30 minutos, 300 mA y 110 V. Se ejecut6 una escalera de ADN de 1 Kb (Invitrogen)
simultdneamente con los amplicones para dimensionar las bandas. Finalmente se revelo la
imagen en el equipo ENDURO™ GDS Gel Documentation.

Debido a que la banda resulto tenue, se decidio repetir el proceso de PCR para obtener
dos productos amplificados, los cuales se unificaron para aumentar la concentracion durante la

purificacion.
Purificacion de la muestra

Una vez unificado las dos réplicas de la muestra amplificada, se procedi6 a purificar la
muestra empleando el Kit de purificacion de PCR PureLink™(invitrogen). Posteriormente se

volvié a cuantificar el producto.
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Etiquetado y envio

Las muestras se empaquetaron y enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen

SeulKorea.

5.3.  Metodologia para el segundo objetivo: “Obtener la curva de crecimiento de

Hemileia vastatrix en condiciones in vitro”

Inoculacion y desarrollo de la infeccion por Hemileia vastatrix

Se utilizaron hojas infectadas con roya previamente recolectadas para preparar
suspensiones de esporas que permitan inocular discos de hojas sanas. Para esto, se ejecutaron

los siguientes pasos segun la metodologia descrita por Jiménez (2021):

1. Recoleccion y preparacion de esporas: Se tomaron las esporas con un bisturi
esterilizado y se colocaron en 1 mL de agua destilada estéril en microtubos de 1,5 mL
de capacidad, junto con un control blanco sin esporas para identificar posibles

contaminaciones (Figura 6).

Figura 6. Primeras suspensiones de esporas, a) Esporas colocadas en 1 mL de agua destilada, b)
Esporas suspendidas en agua destilada, c) Comparacion entre una suspension de esporas y el control
blanco.

2. Conteo de esporas: Se realizd un conteo de las esporas en las primeras suspensiones
utilizando la cdmara de Neubauer.
3. Ajuste de la concentracion: Con el nimero de esporas obtenido, se realizé una segunda

dilucion para obtener una concentracion de 1 x 10”6 esporas en 1 mL de agua destilada.
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Se prepararon un total de cuatro suspensiones de 1 mL de agua destilada, cada una con

la concentracion mencionada.

A continuacion, se presentan las ecuaciones y los calculos empleados para obtener las

nuevas suspensiones:

Concentracion celular = Prom Nro.células x 10*x FD
Donde:
Prom Nro. células: promedio de esporas contadas en la camara de Neubauer

FD: Factor de conversion (10%)

ClL.V1=C2.V2
Donde:
C1= Concentracion celular
C2= 1x10° esporas (requerida)
V2= 1 mL (requerido)

Suspensién 1:
Concentracion celular = Prom Nro.células x 10*x FD
Concentraciéon celular = 19x10*x10?!
Concentracion celular = 1,9x10° cel/mL

C1.V1=C2.V2
1,9x10%.V1 = 1x10%x 1 mL
V1=0,52mL

- Se necesitan 520 pL de esta suspension de esporas y 480 uL de agua destilada para
obtener una nueva suspension de esporas de 1 mL con una concentracion de 1x10°
esporas.

Suspensién 2:
Concentracién celular = Prom Nro.células x 10*x FD
Concentracion celular = 22,75x10%*x10?
Concentraciéon celular = 22,2x10° cel/mL

C1.V1=C2.V2
22,2x10°.V1 = 1x10%x 1 mL
V1 =0.045mL
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- Se necesitan 45 pL de esta suspension de esporas y 955 pL de agua destilada para
obtener una nueva suspension de esporas de 1 mL con una concentracion de 1x10°
esporas.

Suspension 3:
Concentracién celular = Prom Nro.células x 10*x FD
Concentracion celular = 10,75x10%*x10?
Concentracion celular = 1,07x10° cel/mL

C1.V1=C2.V2
1,07x10%.V1 = 1x10°x 1 mL
V1=10,93mL

- Se necesitan 930 pL de esta suspension de esporas y 70 pL de agua destilada para
obtener una nueva suspension de esporas de 1 mL con una concentracion de 1x10°
esporas.

Suspensién 4:
Concentracion celular = Prom Nro.células x 10*x FD
Concentraciéon celular = 23x10*x10?!
Concentraciéon celular = 2.3x10° cel/mL

C1.V1=C2.V2
2,3x10%.V1 = 1x10°x 1 mL
V1 =043 mL

- Se necesitan 430 pL de esta suspension de esporas y 570 pL de agua destilada para
obtener una nueva suspension de esporas de 1mL con una concentracion de 1x10°
esporas.

4. Esterilizacion de hojas sanas: Se tomaron hojas sanas de una planta aislada y se
esterilizaron sumergiéndolas en alcohol al 70 % y agua destilada estéril durante un
minuto.

5. Preparacion de discos de tejido foliar: Las hojas esterilizadas se dejaron secar sobre
papel filtro y se cortaron en discos de 1,5 cm de didmetro utilizando un molde metalico.

6. Preparacion de cajas Petri: Se colocaron dos discos en cada caja Petri con papel filtro
humedecido con agua destilada en la base (para mantener fisiolégicamente activos los

discos)
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7. Condiciones de incubacion: Conforme las condiciones optimas de adaptacion de los
discos de tejido foliar establecidas por (Ramon, 2024), las cajas Petri se ubicaron en una
camara de ensayos disefiada con tres lamparas LED, cubierta con pléstico mica
transparente de 1 mm para mantener una temperatura de 22,8 °C y luz constante (Figura
7).

Figura 7. Discos de hojas activos previo a la inoculacién

Los aceites esenciales utilizados fueron de mandarina (Citrus reticulata), naranja
(Citrus sinensis), y limon (Citrus limon) con una concentracion inicial de 100% en estado puro.
Estos fueron adquiridos mediante el proveedor doTerra, los cuales fueron obtenidos por el
método de prensado en frio utilizando las cascaras de cada citrico para garantizar la integridad
y fiabilidad de los componentes de los aceites esenciales (doTerra, 2023)

Para la inoculacion de los discos, se utilizaron las nuevas suspensiones previamente
obtenidas con la concentracion de esporas requerida y se realizaron célculos para conocer la
cantidad de cada concentracion de los aceites esenciales necesaria para obtener las suspensiones

finales para la inoculacion. Estos calculos se muestran a continuacion:

Calculo de concentraciones de los aceites esenciales

Los aceites esenciales utilizados, con una concentracion inicial del 100 % en estado
puro, se llevaron a dilucion con agua destilada para conseguir concentraciones mas bajas y
manejables. Las diluciones previas a los calculos para todos los aceites esenciales se resumen

en la Tabla 2.
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Tabla 2. Diluciones de los aceites esenciales

Tabla de diluciones de aceites esenciales (Ae)

Ae H20 destilada C2 V2 \2i
50 uL (100 %) 50 uL 50 % 100uL  50uL
50 uL (50 %) 50 uL 25 % 100uL  50uL
50 uL (25 %) 50 uL 1250% 100uL  50uL
50 uL (12,5 %) 50 uL 6,25 % 100uL  50uL
50 uL (6,25 %) 50 uL 3,13% 100uL 100 uL

Calculo de la cantidad de suspension de esporas mas aceite o tratamiento

Con los aceites esenciales diluidos a concentraciones mas bajas y con las nuevas

suspensiones de esporas previamente obtenidas, se realizaron calculos para conocer el volumen

necesario de aceite esencial y de suspension de esporas que permitan obtener suspensiones

finales de un volumen de 200 pL con una concentracion de esporas de 1x10° para cada una de

las concentraciones de aceites esenciales de 0,025, 0,1, 0,4 y 0,8 %. Estos céalculos se muestran

a continuacion:

Concentracion 1 (0,025 %)

C1=3,125%
C2=0,025 %
V2= 200 pL

una concentracion de esporas de 1x10° con el tratamiento incluido.

Concentracion 2 (0,1 %)
C1=16,25%

C2=0,1%

V2= 200 pL

Cl1.V1=C2.V2

3,125 %.V1 = 0,025 %. 200 ulL

V1l=1,6ulL
- Se necesitan 1,6 pL del aceite esencial en cuestion diluido al 3,125 % mas 198,4 uL de
las nuevas suspensiones de esporas para obtener una suspensién final de 200 uL con
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ClL.V1=C2.V2
6,25 %.V1 = 0,1 %.200 uL
V1=32ulL
- Se necesitan 3,2 pL del aceite esencial en cuestion diluido al 6,25 % méas 196,8 pL de
las nuevas suspensiones de esporas para obtener una suspension final de 200 pL con
una concentracion de esporas de 1x10° con el tratamiento incluido.

Concentracion 3 (0,4 %)

Cl=25%
C2=0,4%
V2=200 uL
C1.V1=C2.V2
25%.V1 =0,4%.200 uL
V1=32ulL

- Se necesitan 3,2 YL del aceite esencial en cuestion diluido al 25 % méas 196,8 uL de las
nuevas suspensiones de esporas para obtener una suspension final de 200 pL con una
concentracion de esporas de 1x10° con el tratamiento incluido.

Concentracién 4 (0,8 %)

C1=25%
C2=0,8 %
V2= 200 pL
C1.V1=C2.V2
25 %.V1 = 0,8 %. 200 ulL
V1=64ul

- Se necesitan 6,4 L del aceite esencial en cuestion diluido al 25 % més 193,6 pL de las
nuevas suspensiones de esporas para obtener una suspension final de 200 pL con una
concentracion de esporas de 1x10° con el tratamiento incluido.

De este modo, se realizaron un total de doce suspensiones finales de 200 pL cada una,
cantidad necesaria para inocular cuatro discos de hojas que corresponden a una concentracion.
Posteriormente, de cada una las suspensiones finales realizadas se tomaron 45 uL para
inocular cada disco en el centro del mismo por el envés. Las cajas Petri con los discos
inoculados fueron cubiertas con papel aluminio por seis horas para que esta oscuridad estimule
el crecimiento del hongo y luego se mantuvieron con luz constante y una temperatura de 22 °C

durante el desarrollo de los ensayos (Figura 8).
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Figura 8. Discos inoculados y en condiciones de crecimiento, a) Discos de hojas sanas con el
indculo, b) Cajas Petri dentro de la camara de ensayos expuestas a condiciones de crecimiento de H.
vastatrix.

Las cajas Petri que contenian los discos cuya inoculacion se realizé con las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales (Ae) se denominaron cajas de tratamientos, las
mismas que se identificaron con los cddigos: MC 1, 2, 3, 4, para el aceite esencial de mandarina;
NC 1, 2, 3, 4, para el aceite esencial de naranjay LC 1, 2, 3, 4, para el aceite esencial de limén.
Ademas, se establecieron tres controles con dos repeticiones cada uno.

El control positivo (P1, P2) cuyos discos fueron inoculados con suspensién de esporas
en agua destilada sin ningun tratamiento, el control negativo (N1, N2) cuyos discos fueron
inoculados con suspension de esporas y un fungicida caprico comunmente utilizado para el
control de la roya en una concentracion de 0,8 % (segun sus especificaciones técnicas) y un
control blanco (B1, B2) cuyos discos no fueron inoculados. Para diferenciar los discos, se los
etiquet6 como |y Il en cada caja.

Los ensayos se realizaron por duplicado, utilizando un total de 60 discos (30 cajas Petri),
de los cuales 48 discos corresponden a los tratamientos (Ae) y 12 a los controles positivo,

negativo y blanco (Figura 9).
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Figura 9. Etiquetado de las cajas Petri correspondientes a los tratamientos con aceites esenciales.

La Tabla 3 muestra el total de repeticiones realizadas y el etiquetado de cada una.

Tabla 3. Repeticiones de los tratamientos.

Tabla de Tratamientos

Aceite esencial Concentraciones (%) Cddigo Reéplicas (cajas) Repeticiones (discos)
Mandarina 0,025 MC1 a | 1l
b | Il
0,1 MC2 a | Il
b | Il
0,4 MC3 a | Il
b | 1
0,8 MC4 a | Il
b | 1
Naranja 0,025 NC1 a | 1
b | 1
0,1 NC2 a | Il
b | 1
0,4 NC3 a | Il
b | Il
0,8 NC4 a | Il
b | Il
Limon 0,025 LC1 a | Il
b | Il
0,1 LC2 a | Il
b | Il
0,4 LC3 a | Il
b | Il
0,8 LC4 a | Il
b |
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Obtencion de la curva de crecimiento
Para representar el crecimiento de H. vastatrix en condiciones in vitro, se genero la

curva de cinética de crecimiento microbiano. Los valores diarios de esta curva son el resultado
de la media calculada a partir de 4 repeticiones bioldgicas. Estos datos se obtuvieron mediante
el software Image J (Version 1.8.0) (Image J, 2023), a partir de un registro fotografico diario
por un periodo de 28 dias de los discos del control positivo, cuyas condiciones permitieron el
crecimiento 6ptimo del hongo. Los datos obtenidos fueron tabulados y organizados en una base
de datos para generar la curva de crecimiento utilizando R (Version 4.1.1) (R Core Team, 2021).
En esta curva, el tiempo (en dias) se representd en el eje x y el promedio del crecimiento

(diametro de la colonia) en el eje y.

5.4. Metodologia para el tercer objetivo: “I dentificar el potencial de inhibicion de
aceites esenciales de plantas citricas contra el crecimiento de Hemileia vastatrix y

el desarrollo de la roya del café mediante el indice EC 50”

Obtencion de la curva de inhibicién mediante el indice EC 50

Se utilizo el registro fotografico diario de todos los discos con tratamientos (Ae) para
identificar el desarrollo de la infeccion mediante el software Image J (Version 1.8.0) (Image J,
2023).

Con los datos obtenidos en Image J, se cre6 una base de datos para generar una curva
de crecimiento para cada aceite esencial con las diferentes concentraciones aplicadas.
Posteriormente, estas curvas se compararon estas curvas con los controles positivo, negativo y
blanco.

Para evaluar el potencial de inhibicién de los aceites esenciales de las tres plantas
citricas, se calculd el potencial de inhibicion de cada uno con respecto al crecimiento del area
infectada por H. vastatrix. Para esto se utilizd la base de datos previamente generada para
calcular el indice EC50 mediante el software GraphPad Prism® (Version 10.1.2) (GraphPad,
2023) para conocer la concentracion de aceite necesaria para reducir el crecimiento normal de
la infeccion al 50 %. Las concentraciones utilizadas fueron: 0,025 %, 0,1 %, 0,4 %y 0,8 % para
cada aceite candidato. Cada concentracién representd un punto en la curva de inhibicion para
cada aceite candidato. Posteriormente, mediante una correlacion no lineal, se graficé el area de
infeccion en mm?en relacion con la concentracion del aceite esencial aplicado.
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Se utilizo la siguiente ecuacion:

v=V/(1+(1/Ec50)
Donde:
v: Crecimiento medido del &rea infecta; V: Crecimiento méaxima aparente del area afectada en
el inhibidor; I: concentracion del inhibidor; ID50: dosis inhibitoria del 50 %.

Identificacion de cambios inducidos sobre las esporas de H. vastatrix
Para observar de forma detallada si las concentraciones de los aceites esenciales

aplicadas producian dafio estructural o evitaban la germinacion de las esporas, se realizaron las
disoluciones con suspension de esporas y agua destilada con tratamiento (Ae) para cada una de
las concentraciones de los tres aceites por triplicado, con un total de 36 suspensiones con
tratamientos y 9 suspensiones para los controles (positivo, negativo y blanco). Estas
suspensiones colocadas en microtubos se dejaron en la misma camara de ensayos (Figura 12).
Transcurrido un periodo de 24 horas se realizd un conteo de cada repeticion (microtubo)
tomando 20 pL de la disolucién y contando las esporas que ese volumen contenia. EI nimero
de esporas obtenido en las tres repeticiones de cada concentracion se promedid y representa un

punto en la grafica de germinacién para cada aceite esencial.

Figura 10. Suspensiones de esporas con tratamientos (Ae)
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6. Resultados

6.1. Resultados para el primer objetivo: “Realizar la identificacion molecular de
esporas de la roya del café”

Identificacién morfolégica de Hemileia vastatrix

La presencia de Hemileia vastatrix se pudo evidenciar mediante la identificacion
morfologica de las esporas tomadas de las hojas infectadas previamente recolectadas, las
mismas que presentaban lesiones de color amarillo y naranja en el envés. Se diferenciaron
esporas de tipo uredinidsporas, con un tamarfio relativamente pequefio que oscil6 entre los 20 a
30 micrémetros de longitud. Su forma fue elipsoidal u ovoide y presentaban una coloracion de
amarillo claro con una superficie se rugosa y lisa en algunas muestras. En las esporas que se
examinaron antes de su germinacion, no se evidencid presencia de estructuras vegetativas
(Figura 11 a). Por otro lado, en las esporas examinadas dos dias después de la germinacion, es
posible observar su conexion al micelio que es la estructura vegetativa del hongo, sus hifas
fueron bastante notorias, las mismas que se extendian por el tejido de la hoja (Figura 11 b). En
cuanto a la pared celular, todas las esporas presentaron una pared delgada y de color marron

0oscuro.

Figura 11. Morfologia de las esporas tomadas del envés de hojas infectadas, a) Esporas de forma
elipsoidal y coloracion naranja, b) Presencia de estructuras vegetativas (como hifas) en las esporas de
Hemileia vastatrix 24 h después de ser colocadas en suspension de agua destilada, en condiciones de
oscuridad y 22 °C.
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Identificacion molecular de Hemileia vastatrix

La Figura 12 muestra el resultado de la electroforesis de PCR, en donde, se visualizan
los fragmentos de ADN amplificados con las bandas resultantes en comparacion con el
marcador.

1200 pB

Figura 12. Electroforesis en ENDURO™ GDS Gel Documentation.

La cuantificacion de la muestra amplificada se muestra en la Figura 13, en donde se obtuvo
el siguiente resultado:
Concentracion: 18,2 ng/pL
260/280: 1,92
260/230: 2,48
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Figura 13. Cuantificacion de la muestra amplificada mediante PureLink™ (invitrogen)

La secuenciacion de la muestra de ADN presenta un nivel significativo de ruido, tal
como se muestra en la Figura 14, en donde los picos representan las sefiales de fluorescencia
que indican la presencia de diferentes bases nitrogenadas en la muestra de ADN. Estos picos
muy altos sugieren una alta concentracion de ADN en la muestra, lo cual podria ser el resultado
de una posible contaminacion de la muestra con material genético de otros hongos, de manera
que los picos correspondientes al ADN de Hemileia vastatrix pueden estar superpuestos con
los picos de la contaminacién, dificultando la identificacion precisa de la secuencia genética

especifica de H. vastatrix en el analisis.
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Figura 14. Resultado de la secuenciacién de H. vastatrix. Los pares de bases obtenidos muestran
niveles de ruido significativo indicando un resultado negativo en la secuenciacion.

6.2.  Resultados parael segundo objetivo: “Obtener la curva de crecimiento de Hemileia

vastatrix en condiciones in vitro”

El crecimiento de Hemileia vastatrix sin ningan tratamiento se registré en los controles

positivos con un total de 4 repeticiones bioldgicas. La Figura 15 muestra el crecimiento del
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hongo en diferentes DDI (dias después de la infeccion). En general, la aparicion de otros hongos
fue muy escasa; solo se pudo evidenciar la presencia del hongo Verticiliium spp en dos discos
de hojas, entre las decenas que formaron parte de esta investigacion. Este hongo se identifico
por sus caracteristicas manchas blancas (Espinoza, 2017) y sus colonias no fueron medidas para

evitar sesgos o falsos positivos.
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Figura 15. Cinética de crecimiento de H. vastatrix en condiciones in vitro, a) Desarrollo de la
infeccion por H. vastatrix en los discos de tejido foliar de Coffea arabiga var. tipica, b) Curva de
cinética de crecimiento microbiano de H. vastatrix. Los puntos en la grafica representan la media de 4
repeticiones bioldgicas independientes. Las barras de error representan + SD

En la primera etapa de la investigacion, se identifico una fase de latencia que se prolongo
hasta el dia 14 del registro. Durante esta fase, H. vastatrix exhibio un comportamiento
caracterizado por una adaptacion al entorno de cultivo.

Al concluir el periodo de latencia (dia 14) y hasta el dia 22, se produjo la fase logaritmica
del crecimiento de H. vastatrix. Durante esta etapa, las células del hongo experimentaron una

reproduccion activa (Benintende, 2002), caracterizada por un crecimiento exponencial.
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Al partir del dia 23, se evidencié el comienzo de la fase estacionaria, la cual exhibe un
decaimiento poco pronunciado de las colonias. Durante esta investigacion y después de 28 DDI,
H. vastatrix se desarrollé en un promedio de 21,98 mm?de area infectada. Es relevante destacar
que, dentro del periodo de estudio, ain no se ha observado la reduccién, desaparicién o cambios

fisicos que denoten la muerte de las colonias de H. vastatrix o la necrosis de los discos de hojas.

6.3. Resultados para “ldentificar el potencial de inhibicion de aceites esenciales de
plantas citricas contra el crecimiento de Hemileia vastatrix y el desarrollo de la roya

del café mediante el indice EC 50”

Las Figuras 16 y 17 representan el seguimiento de las areas infectadas en diversas etapas
temporales utilizando una concentracion del 0,025 %, junto con las curvas de crecimiento

obtenidas para los aceites esenciales de mandarina y naranja respectivamente.
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Figura 16. Crecimiento de H. vastatrix con el aceite de mandarina, a) Desarrollo de la infeccion
por H. vastatrix en el disco de hoja Il de la caja b, con concentracion 0,025 % del aceite de mandarina,
b) Curva de crecimiento de H. vastatrix con el aceite de mandarina (concentraciones: C1= 0,025 %,
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C2=0,1%, C3=0,4 % y C4=0,8 %) en comparacion con los controles positivos (CP), negativos (CN)
y blancos (CB). Los puntos en la gréafica representan la media de 4 repeticiones biol6gicas
independientes para cada concentracion. Las barras de error representan + SD
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Figura 17. Crecimiento de H. vastatrix con el aceite de naranja, a) Desarrollo de la infeccion por
H. vastatrix en el disco de hoja Il de la caja a, con concentracidn 0,025 % del aceite de naranja, b)
Curva de crecimiento de H. vastatrix con el aceite de naranja (concentraciones: C1= 0,025 %, C2=0,1
%, C3=0,4 % y C4=0,8 %) en comparacion con los controles positivos (CP), negativos (CN) y
blancos (CB). Los puntos en la gréfica representan la media de 4 repeticiones bioldgicas
independientes para cada concentracion. Las barras de error representan £ SD
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Se evidencia una disminucion significativa en el area infectada por el hongo en
comparacion con los controles positivos. Es importante destacar que esta reduccion fue mas

notoria para el aceite de limon (Figura 18).
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Figura 18. Crecimiento de H. vastatrix con el aceite de limén, a) Desarrollo de la infeccion por H.
vastatrix en el disco de hoja | de la caja a, con concentracion de 0,025 % de aceite de limén, b) Curva
de crecimiento de H. vastatrix con el aceite de limén (concentraciones: C1= 0,025 %, C2= 0,1 %, C3=
0,4 % y C4=0,8 %) en comparacion con los controles positivos (CP), negativos (CN) y blancos (CB).
Los puntos en la gréafica representan la media de 4 repeticiones bioldgicas independientes para cada
concentracién. Las barras de error representan + SD

En los discos de control negativo (Figura 19 a), se observo ausencia del hongo, sin
embargo, se evidencio la presencia de manchas rojas en los discos. Esta observacion plantea la
posibilidad de la formacidn de hojas necréticas, lo que podria indicar una respuesta fisiologica
0 algun otro fenomeno. Por otro lado, en el control blanco se evidencid que no existe

contaminacion (Figura 19 b).
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Figura 19. Crecimiento nulo de H. vastatrix en los controles negativos y blancos, a) Presencia de
pequefias manchas en el disco Il de la caja a, correspondiente al control negativo, b) Disco de hoja | de
la caja b correspondiente al control blanco sin la presencia de ningin hongo.

A partir de los datos recopilados, se generaron las curvas de crecimiento para cada uno
de los controles. A nivel general, se observa una disminucién significativa en el diametro de las
colonias. Los resultados obtenidos con la concentracion del 0,025 % para los aceites de
mandarina y naranja revelan un efecto inhibitorio notable sobre el crecimiento del hongo,
evidenciado por la reduccion en el didmetro de las colonias.

A pesar de esto, el comportamiento de las curvas de crecimiento para esta concentracion
se asemeja al control positivo, sugiriendo un mantenimiento marcado de los periodos de
latencia, crecimiento exponencial y estacionario. Las concentraciones del 0,1 %, 0,4 %, y 0,8
%, demuestran una capacidad notable para inhibir el crecimiento del hongo, sobre todo en la
fase de crecimiento exponencial, evidenciado en la reduccién sustancial del diametro de las
colonias.

Este efecto inhibidor mas pronunciado sugiere que a concentraciones mas elevadas, los
aceites de mandarina y naranja ejercen una accién mas fuerte sobre la reproduccion y expansion

del hongo.
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Por otro lado, el aceite de limon mostré cambios importantes en la curva de crecimiento
del hongo a partir de la concentracion minima del aceite. EI didmetro de las colonias muestra
una reduccion notable en comparacion con el control positivo, indicando una efectiva supresion
del desarrollo fangico a partir de las concentraciones minimas del aceite.

Se document6 también el crecimiento promedio total de H. vastatrix para todas las
concentraciones de los aceites. Para ello, se registro el area infectada a los 28 dias en los
controles sin la presencia de aceites esenciales y en aquellos expuestos a concentraciones de
0,025 %, 0,1 %, 0,4 %y 0,8 %.

Tabla 4. Area de infeccién a los 28 dias.

Concentracion Area de infeccion (mm?)
% Mandarina Naranja Limon
CP 21,98 21,98 21,98
0,025 74,00 11,43 10,00
0,1 13,25 11,75 6,75
0,4 8,25 7,00 1,75
0,8 4,75 5,50 1,75

Segun los datos presentados en la Tabla 4, se destaca que la concentracién mas baja de
los aceites esenciales resultd en disminuciones significativas en el area infectada por el hongo.
En particular, el aceite esencial de limén mostr6 la mayor eficacia, con una disminucion del
95,45 % en el area infectada en comparacion con el control positivo. Le siguen el aceite de
mandarina con una reduccién del 66,33 % y el de naranja con un 48 % menos. A partir de estos
datos se puede observar una disminucion paulatina del area infectada conforme aumenta las

concentraciones utilizadas.
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Figura 20. Curva de decaimiento del area de infeccion por concentracion de aceite esencial e indice
EC50.

En cuanto a los resultados obtenidos para EC50 (Figura 20), se puede observar que su
valor varia desde 0.004 a 0.02, los cuales indican una eficacia razonablemente fuerte, siendo el
aceite de limon el mas indicado con un EC50= 0.004, indicando que se requiere una

concentracion baja para alcanzar la mitad de la respuesta bioldgica deseada.

Cambios producidos en las esporas de H. vastatrix

Se pudo evidenciar que, luego de aplicar los tratamientos con aceites esenciales sobre
las esporas de Hemileia vastatrix en concentraciones de 0,025, 0,1, 0,4 y 0,8 %, estos no
permitieron que la germinacién de este hongo ocurra en las proximas 24 horas, sobre todo en
las concentraciones mas altas, donde se pudo observar dafio estructural de las esporas, las
mismas que presentaban una forma anormal. Con los datos obtenidos se realizaron generaron

las curvas de germinacion para cada aceite esencial, incluyendo los controles positivo, negativo
y blanco.
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Las Figuras 21 y 22 muestran las esporas que consiguieron germinar luego de 24 horas
en suspension de agua destilada més aceite esencial de mandarina y naranja respectivamente y
con la concentracién del 0,025 %.
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Figura 21. Germinacién de esporas con aceite de mandarina, a) Presencia de pocas estructuras
vegetativas luego de 24 horas de aplicar aceite esencial de mandarina con concentracion de 0,025 %, b)
Curva de germinacion de las esporas de H. vastatrix en suspension de agua destilada con el aceite de
mandarina (concentraciones: C1= 0,025 %, C2=0,1 %, C3=0,4 %y C4=0,8 %). Los puntos en la grafica
representan la media de 3 repeticiones bioldgicas independientes para cada concentracion. Las barras
de error representan + SD
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Figura 22. Germinacion de esporas con aceite de naranja, a) Presencia de abundantes estructuras
vegetativas luego de 24 horas de aplicar aceite esencial de naranja con concentracion de 0,025 %, b)
Curva de germinacion de las esporas de H. vastatrix en suspension de agua destilada con el aceite de
naranja (concentraciones: C1= 0,025 %, C2= 0,1 %, C3= 0,4 % y C4=0, 8%). Los puntos en la gréfica
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representan la media de 3 repeticiones bioldgicas independientes para cada concentracion. Las barras
de error representan + SD

Para el aceite de limon (Figura 23), se observd una disminucion significativa en el
numero de esporas germinadas para todas las concentraciones, siendo este el que menos
permitio que las esporas de H. vastatrix germinen. Ademas, se pudo diferenciar esporas con
aparente dafio estructural con las concentraciones mas altas de este aceite.
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Figura 23. Germinacion de esporas con aceite de limdn, a) Presencia de esporas con aparente dafio
fisico luego de 24 horas de aplicar aceite esencial de limén con concentracion de 0,8 %, b) Curva de
germinacion de las esporas de H. vastatrix en suspension de agua destilada con el aceite de limon
(concentraciones: C1= 0,025 %, C2= 0,1 %, C3= 0,4 % y C4=0,8 %). Los puntos en la gréfica
representan la media de 3 repeticiones bioldgicas independientes para cada concentracion. Las barras
de error representan + SD

En el control negativo (Figura 24 a), no se observaron esporas germinadas, sin embargo,
se evidencié la presencia de esporas con aparente dafio fisico en las cuatro repeticiones.
Mientras que, para el control positivo se observd gran cantidad de esporas germinadas (Figura
24 a). Por otro lado, en el control blanco (Figura 24 a) se evidencié que no existe

contaminacion.
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Figura 24. Germinacién de esporas en los controles positivo, negativo y blanco, a) Abundante
presencia de estructuras vegetativas de las esporas de H. vastatrix en el control positivo sin ningun

tratamiento; Presencia de esporas con dafio fisico y ausencia de esporas germinadas en el control

negativo; Ausencia de contaminacion en el control blanco, b) Curva de germinacion de las esporas de

H. vastatrix para los tres controles
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7. Discusion

Hemileia vastatrix, agente patdgeno responsable de la roya del cafe, afecta gravemente
la produccion cafetera del pais por su dificil manejo (Moreira-Morrillo, Vélez-Zambrano, Intra
Moreira, et al., 2023). La principal estrategia de control de este patdgeno comprende la
utilizacion de fungicidas preventivos y sistémicos que incluyen ingredientes como cobre,
epoxiconazol o pyraclostrobin (Avelino et al., 2015; Zambolim, 2016). La utilizacion de aceites
esenciales representa una alternativa sostenible para tratar este problema. Esta practica, que no
es nueva, ha sido estudiada por varios autores en relacién con una diversidad de aceites y
hongos (Aguilar-Gonzélez et al., 2017; Davicino et al., 2007; Dellavalle et al., 2011; Stegmayer
etal., 2021). Para controlar la roya de café, se han estudiado extractos vegetales (Cerna Chavez
et al., 2019), plantas medicinales (Silva et al., 2014), etc. En este estudio, los aceites esenciales
de mandarina, naranja y limon fueron probados como posibles inhibidores del crecimiento de
H. vastatrix.

Identificacién morfoldgica y molecular de Hemileia vastatrix:

Luego de realizar la identificacion morfolégica de H. vastatrix y confirmar la presencia
del hongo causante de la roya del café, se puede evidenciar que las caracteristicas visualizadas
de las esporas concuerdan con las descripciones tipicas de H. vastatrix (Talhinhas et al., 2017).
La ausencia de estructuras vegetativas antes de la germinacion sugiere una posible dormancia
o inactividad metabdlica (Morales-Antonio et al., 2021). La conexion de las esporas germinadas
al micelio y la presencia de hifas en el tejido de la hoja confirman la capacidad invasiva del
hongo durante su fase activa de crecimiento (Moreira-Morrillo, Vélez-Zambrano, Moreira, et
al., 2023).

La presencia de ruido en las secuencias de ADN de H. vastatrix, como se ilustra en la
Figura 14, plantea desafios significativos en su secuenciacion y caracterizacion genética. Este
fendmeno puede atribuirse a la complejidad genética intrinseca de H. vastatrix, como se ha
estudiado en trabajos previos (Porto et al., 2019; Quispe-Apaza et al., 2017b). Ademas,
problemas técnicos durante la preparacion de la muestra, la amplificacion del ADN o la
secuenciacion podrian haber contribuido al nivel significativo de ruido.

Los problemas técnicos en la secuenciacion pueden deberse a varios factores,

incluyendo contaminacion cruzada, degradacion o insuficiente cantidad de ADN,
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contaminacion con inhibidores de la PCR, contaminacion con RNAsa o fragmentacion
inadecuada del ADN (Amigo et al., 2018; Sanchez-Coello, 2012). Por otro lado, el “ruido” en
los datos de secuenciacion puede ser causado por la presencia de hongos contaminantes durante
la extraccion o manipulacién del ADN (Alberto Cruz-Enriquez et al., 2021; Hombreiro et al.,
2015), por su capacidad de esporulacion y capacidad contaminativa (Hernandez et al., 2010);
se descarta la posibilidad de contaminacion por bacterias y/o virus.

Esta dificultad en la identificacion del genoma de H. vastatrix no invalida el estudio, al
contrario, resalta la necesidad de desarrollar metodos més sensibles y especificos para la
deteccidn genética precisa de este hongo y ofrece valiosas lecciones para orientar futuras

investigaciones.
Curva de crecimiento de Hemileia vastatrix:

El registro fotografico llevado a cabo en el control positivo durante los 28 dias de estudio
proporciond datos para la construccion de la curva de crecimiento de H. vastatrix en
condiciones in vitro (Figura 15). La observacion detallada de la dindmica de crecimiento reveld
patrones consistentes con el ciclo bioldgico tipico de este hongo fitopatégeno. Sin embargo,
como sostienen Moreira et al. (2023), esto depende en de las condiciones ambientales, como la
temperatura. En este estudio, los ensayos se mantuvieron a 22,8 °C y luz constante; la
temperatura Optima para la germinacién de las esporas, se sitla entre 21 y 25 °C. Ademas, la
adaptacion de la enfermedad varia segun la altitud, determinando la prevalencia de horas con
condiciones favorables en una regidn, lo que prolonga su ciclo de vida en zonas altas (Barquero,
2013).

Se identificaron tres fases distintas en el crecimiento de H. vastatrix: la fase de latencia,
tuvo una duracion de 14 dias, durante la cual el hongo se adaptd al ambiente de cultivo; seguida
de la fase logaritmica de crecimiento hasta el dia 22, donde el hongo se reprodujo activamente
y colonizo el sustrato disponible. A partir del dia 23, inicié la fase estacionaria, caracterizada
por una disminucion en la tasa de crecimiento a medida que los recursos se agotan y los
productos de desecho se acumulan hasta equilibrarse con la tasa de muerte (Garre Pérez et al.,
2016), resultando en una poblacion constante debido a la estabilizacion de estas tasas (Castario-
Zapata, 1994). Estos resultados coinciden con el modelo propuesto por Buchanan et al. (1997)

y con los resultados reportados por Canjura Saravia et al. (2002), quienes caracterizaron un
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inicio lento, continuado por una aceleracion y maximo desarrollo hasta finalmente un descenso

a medida que el tejido afectado se agota en el mismo lapso de tiempo de este estudio.
Inhibicién del crecimiento de Hemileia vastatrix por aceites esenciales:

Los datos de crecimiento de H. vastatrix después de la aplicacion de los aceites
esenciales en comparacion con los obtenidos en el control positivo muestran un efecto
inhibitorio significativo sobre el crecimiento del hongo. Este efecto es claramente observable
en las Figuras 16, 17 y 18. Los resultados indican que los aceites de mandarina y naranja, a una
concentracion del 0,025%, exhiben un mayor grado de error y conducen a un area de infeccion
mas extensa en comparacion con el aceite de limon.

La disminucién en el diametro de las colonias, especialmente a concentraciones mas
altas, indica un potencial prometedor de estos compuestos como agentes fungicidas. Cabe
destacar que el aceite de limén exhibié mayor disminucién del area infectada respecto al resto
de aceites en todas las concentraciones. No obstante, se pudo observar en el pendltimo dia que,
a partir del 0,4%, la efectividad se estabilizd, sin una disminucién adicional en la concentracion
del 0,8%; en el Gltimo dia, se observé que la concentracion mayor presentaba un area mayor de
infeccion que la hoja tratada con el 0,4%.

Los aceites esenciales destacan por ser eficientes insecticidas, antimicrobianos y
fitotoxicos (Usano-Alemany et al., 2014). En los tres aceites analizados, el compuesto quimico
principal es limoneno; un monoterpeno natural responsable del aroma caracteristico de los
citricos y de propiedades fungicidas (Araujo-Filho et al., 2021). Segin Murugachandran y Sanz
(2022), el limoneno forma enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua, principalmente
enlaces O-H...w, contribuyendo a la formacion de estructuras de baja energia, por ello, al diluirse
en agua, estas interacciones se mantienen, permitiendo que el limoneno mantenga su actividad
fungicida.

La investigacion sobre el limoneno ha revelado su potencial como agente biofungicida
y bioinsecticida en diversos estudios. Como insecticida, Durdn Aguirre et al. (2020)
demostraron que el limoneno provocd una mortalidad del 94% en Helicoverpa armigera
(HUbner). Por otro lado, Ringuelet et al. (2014) encontraron una actividad repelente
significativa en adultos de Tribolium castaneum en el aceite esencial de Lippia alba, rico en
carbona-limoneno. Deza Borau (2019) también destaco el uso del limoneno en formulaciones

bioinsecticidas para controlar Planococcus ficus en vifiedos, sugiriendo su efectividad en el
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control de plagas agricolas. Ademas, Lopez Nufiez (2023) evaluo el potencial de extractos de
limoneno para controlar malezas en cultivos como bioherbicida.

Ademas del limoneno, se encontré en menor proporcion mirceno en los aceites de
naranja y mandarina, y y-terpineno y [-pineno, en el aceite de limon. Estos componentes
contribuyen a la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de citricos, como lo sugiere
el estudio de Jiménez et al. (2022), debido a que pueden influir en las propiedades bioldgicas
de los aceites esenciales, incluida su capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos.

Estudios previos han explorado las propiedades de Citrus sinensis. Por ejemplo, Duran
Aguirre et al. (2020) demostraron que los aceites esenciales de dos variedades de naranja
lograron porcentajes de mortalidad del 97% y 87% en Helicoverpa armigera, sugiriéndolo
como alternativa para el desarrollo de moléculas activas que podrian ser incorporadas en
programas de control biol6gico. Asi tambien, Anaya Gil, J. (2021) realizé un estudio sobre la
accion larvicida del aceite de naranja en larvas de Drosophila melanogaster, donde observaron
una relacién directa entre el aumento de la concentracion de limoneno y la mayor letalidad en
las larvas.

Su actividad antifungica ha sido evaluada por Guédez et al. (2014), quienes lo probaron
contra cinco tipos de hongos, incluidos Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium indicum,
Fusarium solani, Rhizopus stolonifer y Aspergillus flavus, en medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA). Quintana-Obregon et al. (2017) analizaron una mezcla comercial de terpenos de
naranja contra Alternaria tenuissima, destacando que el compuesto dextro-limoneno,
representando el 96% de la mezcla de terpenos, mostro inhibicion a partir de 538 ppm,
resaltando su efectividad para controlar la incidencia y el crecimiento del hongo (Ciriminna et
al., 2014).

Jiménez et al. (2022) analizaron la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
Citrus sinensis, Citrus paradisis y Citrus reticulata; destacando que el limoneno provoca la
descomposicion en la membrana y pared celular, sistema enzimatico y sintesis de proteinas en
microorganismos, inhibiendo asi su crecimiento. Los resultados indicaron una inhibicion del
crecimiento micelial de los hongos del 80%, resaltando su potencial como agentes antifingicos.

Los aceites de mandarina y naranja han demostrado una alta capacidad para inhibir
esporas de Rhizopus stolonifer y Colletotrichum gloeosporioide, con niveles de hasta el 100%
en diversos tratamientos y variaciones sujetas a factores de la fruta o ambientales (Narvéez

Baque et al., 2017). El aceite de mandarina fue estudiado también en el control de Penicillium
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digitatum y P. italicum., registrando un porcentaje de inhibicion entre 50% y 100% (Velasquez
etal., 2014). Estos hallazgos estan en linea con los resultados del presente estudio, que sugieren
que los aceites esenciales de citricos, incluida la mandarina, podrian ser utiles como

biofungicidas para combatir la roya del café.
EC50 y cambios producidos en las esporas:

El céalculo del EC50 confirma la eficacia considerable de los aceites esenciales en la
inhibicion del crecimiento de H. vastatrix. La observacién de cambios significativos en las
esporas tratadas, como la inhibicién de la germinacion y el dafio estructural, respalda la
actividad fungicida de estos compuestos y sugiere posibles mecanismos de accion sobre el
patdgeno. Estos hallazgos estan en linea con estudios previos que han demostrado el efecto de
biofungicidas debido a su composicién quimica diversa y sus propiedades bioactivas, como lo
evidencian Aguirre-Veta et al, (2022), quienes mediante ensayos in vivo e in vitro, determinaron
que los extractos foliares de Piper auritum y Azadirachta pueden contener la infeccion por H.
vastatrix. Ademas, Cerna Chavez et al, (2019) evaluaron varios productos a base de vegetales
y encontraron que los extractos de Cinnamomum verum, Clonorchis sinensis y Brassica nigra

- Piper nigrum disminuyen significativamente la severidad de la roya del cafeto (H. vastatrix).

Cambios producidos en las esporas de H. vastatrix

Los tratamientos con agua destilada en todas las concentraciones no permitieron la
germinacion de las esporas de H. vastatrix en las 24 horas siguientes a su aplicacion,
especialmente en las concentraciones mas altas. Esto sugiere un efecto dosis-dependiente,
donde concentraciones mas elevadas resultan en una inhibicién ain mayor de la germinacion.
Este resultado observado en agua destilada coincide exactamente con el reportado en los discos,
donde no se registrd crecimiento en concentraciones mas altas de los aceites debido a la
ausencia de germinacion de las esporas.

Las esporas tratadas con concentraciones mas altas de los aceites esenciales presentaron
dafio estructural, sugiriendo la afeccion de la integridad de las esporas y su capacidad
germinativa. Este efecto se observa principalmente con el aceite esencial de limon, el cual
muestra disminuciones significativas en el nimero de esporas germinadas para todas las
concentraciones, siendo el mas efectivo como agente inhibidor de H. vastatrix. Estos resultados

se ajustan con los obtenidos por (Pereiraetal., 2012), quienes apreciaron la capacidad de inhibir
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la germinacidon del 50 % de esporas a partir del 10 % de la concentracion de aceites esenciales
variados, entre ellos algunos citricos. Al igual que en el presente estudio, el aceite de limén
mostrd la mayor capacidad para inhibir la germinacion, incluso causando dafio estructural en
las esporas.

Estos hallazgos son prometedores para la ciencia de base en el desarrollo de métodos
sostenibles contra esta enfermedad en las plantas de café. Sin embargo, se necesita una
investigacion adicional para comprender mejor los mecanismos detras de estos efectos, abordar
las limitaciones identificadas en este estudio, como la identificacion molecular del patogeno, la
evaluacion de la eficacia en un rango mas amplio de condiciones de los aceites esenciales y la
identificacion de moléculas altamente especificas dentro de los mismos para estudiar sus

mecanismos de accion a profundidad.
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8. Conclusiones

En este estudio se logro identificar morfolégicamente las esporas de Hemileia vastatrix
a partir de muestras recolectadas de hojas infectadas, observandose esporas de tipo
urediniosporas con caracteristicas especificas. Sin embargo, la identificacion molecular
mediante secuenciacion de ADN presentd un nivel significativo de ruido debido a
limitaciones técnicas o la complejidad genética de Hemileia vastatrix. La curva de
crecimiento de H. vastatrix en condiciones in vitro, evidencio las fases de latencia,
crecimiento logaritmico y estacionario. El hongo mostr6 un desarrollo activo hasta los
28 dias de estudio, sin evidencia de disminucién que indique la muerte de las colonias

de Hemileia vastatrix.

Los aceites esenciales de mandarina, naranja y limén demostraron tener un efecto
inhibidor significativo sobre el crecimiento y desarrollo de Hemileia vastatrix en
condiciones in vitro, siendo el aceite de limon el de mayor eficacia inhibitoria, seguido
por el aceite de mandarina y luego el de naranja. El area infectada por el hongo presentd
una disminucién gradual a medida que incrementaban las concentraciones de los aceites
esenciales, indicando una relacion dosis-respuesta. Ademas, los tratamientos con aceites
esenciales de mandarina, naranja y limon inhibieron la germinacién de las esporas de
Hemileia vastatrix, especialmente en concentraciones mas altas, generando dafio

estructural, lo que contribuyd a la supresion del desarrollo fungico.

Estos resultados sugieren que los aceites esenciales de mandarina, naranja y limon
poseen un alto potencial para inhibir el crecimiento y desarrollo de Hemileia vastatrix,
asi como su capacidad de germinacion. Estos hallazgos pueden tener implicaciones
importantes para futuros estudios sobre el potencial de inhibicion de los aceites

esenciales citricos contra hongos fitopatégenos y sus mecanismos subyacentes.
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9. Recomendaciones

Cuidar la asepsia en todo el proceso de secuenciacion de Hemileia vastatrix para evitar

la presencia de otros hongos asociados al mismo y obtener un resultado positivo.

Continuar con la evaluacion de los aceites esenciales de otras plantas citricas y evaluar

concentraciones mas bajas para el aceite de limon.

Realizar investigaciones para comprender los mecanismos especificos de actuar de los

aceites esenciales citricos.

Hacer estadistica de transformacion de esporas dados los resultados que muestro en la

seccion: Inhibicién de germinacion de esporas de Hemileia vastatrix.
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11. Anexos

Anexo 1. Aceites esenciales utilizados.
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Anexo 2. Composicion de los aceites esenciales.

Aceite esencial de naranja:

QUIMICA:

Los constituyentes
quimicos principales del
aceite de Wild Orange
(naranja silvestre) son
myrcene y limonene.

limonene

Este grafico representa los compuestos quimicos mas prevalentes
en este aceite esencial. Se pueden encontrar otros constituyentes.

Aceite esencial de limon:

QUIMICA:

Los constituyentes
quimicos principales
del aceite de limon
son: y-terpinene,
B-pinene y limonene.

limonene

Este grafico representa los compuestos quimicos
mas prevalentes en este aceite esencial. Se pueden
encontrar otros constituyentes.



Aceite esencial de mandarina:

QUIMICA:

Los constituyentes
quimicos principales
del aceite de
mandarina son:

. myrcene myrcene y limonene.

limonene

Este gréfico representa los compuestos quimicos
mas prevalentes en este aceite esencial. Se pueden
encontrar otros constituyentes.
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Anexo 3. Cajas Petri utilizadas ubicadas en la camara de ensayos en condiciones controladas.
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Anexo 4. Registro de datos del diametro infectado en el software Image J.
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Anexo 5. Certificado de traduccién del abstract.
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