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RESUMEN

El presente trabajo se llevo a efecto en la provincia de Manabi en el afio de 1997, los meses de
marzo a diciembre, para la obtencion de conidias y clamidosporas de Verticillium sp. in-vitro,
utilizando diferentes medios de cultivos sélidos y liquidos. A nivel de campo se realizd la
diseminacion y prevalencia de Verticillium sp., utilizando diferentes métodos de propagacion, en
los sitios Limon de Procel y Las Pajitas de Cascol del Canton Pajan, zonas cafetaleras ubicadas
entre 500 y 600 m.s.n.m., para la evaluacién de produccién de conidias y clamidosporas, tanto en
los medios solidos como liquidos. En el campo fueron asperjados suspensiones con varias
densidades de conidias y clamidosporas de Verticillium sp., sobre plstulas de Hemileia vastatrix
(roya) en plantas adultas y uniformes de cafeé, utilizando el disefio bloques al azar. Determinando
en el laboratorio que el medio de cultivo sélido maiz-dextrosa-agar y el medio liquido papa-
dextrosa obtuvieron el mayor crecimiento y produccién de conidias y clamidosporas. En el
campo las fechas de evaluacién demostraron un efecto parasitico sobre las ureddsporas de
Hemileia vastatrix, habiéndose logrado una buena implantacion de Verticillium sp. en la primera
y segunda observacion en los sitios en estudios se notd una disminucion de porcentaje de
pustulas con roya, pustulas con Verticillium sp., y un alto porcentaje de pustulas inhibidas en
todos los tratamientos, plantas vecinas y areas circundantes, por lo que no se encontré diferencias
estadisticas significativas en ninguno de los factores en estudio. Esta investigacion determind la
gran capacidad de Verticillium sp. para instalarse y difundirse en las areas cafetaleras con

condiciones propicias para su prevalencia.

Palabras clave: Conidias y clamidosporas de Verticillium sp., medios de cultivos sélidos y
liquidos, prevalencia y diseminacion, pustulas de Hemileia vastatrix, pustula inhibidas.
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ABSTRACT

The present work was carried out in the province of Manabi in the year of 1997, the months of
March to December, to obtain conidia and chlamydospores of Verticillium sp. in-vitro, using
different media of solid and liquid cultures. At the field level, the dissemination and prevalence
of Verticillium sp. Was carried out, using different propagation methods, at the Limon de Procel
and Las Pajitas de Cascol sites of Pajan Canton, coffee zones located between 500 and 600
m.s.n.m., for the evaluation of production of conidia and chlamydospores, both in solid and
liquid media. In the field, suspensions with various densities of conidia and chlamydospores of
Verticillium sp., On pustules of Hemileia vastatrix (rust) in adult plants and coffee uniforms,
were sprayed using random blocks design. Determining in the laboratory that the corn-dextrose-
agar solid culture medium and the potato-dextrose liquid medium obtained the highest growth
and production of conidia and chlamydospores. In the field the evaluation dates showed a
parasitic effect on the ureddsporas of Hemileia vastatrix, having achieved a good implantation of
Verticillium sp. In the first and second observation in the study sites, a decrease in the percentage
of pustules with rust, pustules with Verticillium sp., and a high percentage of pustules inhibited
in all the treatments, neighboring plants and surrounding areas, was noted. Significant statistical
differences were found in none of the factors under study. This investigation determined the
great capacity of Verticillium sp. to settle and spread in the coffee areas with favorable

conditions for its prevalence.

Key words: Conidia and chlamydospores of Verticillium sp., Media of solid and liquid cultures,

prevalence and spread, pustules of Hemileia vastatrix, pustules inhibited.
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Introduccion.

El cultivo de café juega un papel importante en el aspecto socioecondémico y ecoldgico
del Ecuador, la generacion de empleo directo para 105.000 familias de productores, fuente de
trabajo para varios miles de familias vinculadas a las actividades de comercio, agroindustria
artesanal, industria de soluble, transporte y exportacion, se manifiesta en el aporte de divisas al

Estado; la generacion de ingresos para cada uno de los actores de la cadena productiva.

En lo ecolbgico es evidente la amplia adaptabilidad de los cafetales a los distintos agro
ecosistemas de la costa, sierra, Amazonia e islas Galapagos; los cafetales, en su mayor parte,
estdn cultivados bajo arboles de alto valor ecoldgico y econdémico, en diversos arreglos
agroforestales, que constituyen un habitat apropiado para muchas especies de la fauna y flora

nativas que ademas, favorecen a la captura de carbono y el balance hidrico de los ecosistemas.

De acuerdo a la informacion del Il Censo Agropecuario en Ecuador (INEC 2002),
existen 105.271 unidades de produccion agropecuaria (UPA), gque tienen al rubro café dentro de
sus componentes agricolas, ocupando una superficie de 199.215 hectareas de café (COFENAC,
2011). Este cultivo se desarrolla en su mayoria en UPAS con un area menor a 5 hectareas. Se
estima que la produccion genera empleo a 650.000 personas de manera directa y a 500.000 de

forma indirecta. AGROCALIDAD, (2012).

La produccién de café en la provincia de Manabi se concentra principalmente en los
cantones Jipijapa, Portoviejo, Olmedo, 24 de mayo, Pajan y Santa Ana, aunque existen pequefios

cultivos a lo largo de casi toda la provincia.Segin el SINAGAP el “43% del café del pais es

Revista Cientifica de Investigacion Actualizacion del Mundo de las Ciencias. 2(3). pp. 92-119



Prevalencia y diseminacion de Verticillium Sp. para el control biologico de la
roya del café

Vol. 2, num. 3., (2018)

Carlos Julio Cafarte Bello; Tomas Robert Fuentes Figueroa; Marcos Manuel Manobanda
Guaman; Narciso Fernando Augusto Ayon Villao; Bienvenido Maximo Vera Tumbaco
Manabita” Desde 1860 se cultiva café en el Ecuador. La zona de Jipijapa, en la provincia de
Manabi ha sido uno de los lugares preponderantes en los cuales se cultiva este producto. APRIM,

(2013).

La produccion nacional es baja, esto es atribuido a varias causas, entre ellas, explotacion
tradicional con bajo uso de tecnologia, este descuido permite la incidencia de problemas
fitosanitarios, COFENAC, (1998). El cultivo del café al igual que otros cultivos esta expuesto en
mayor o menor grado a numerosas enfermedades que disminuyen su rentabilidad. Entre las mas
importantes a nivel foliar se destaca la roya del café, causada por el hongo Hemileia vastatrix

Berk & Br.

La roya del café se presento por primera vez en el Ecuador en 1981 proveniente del Per(
atravesando la frontera cerca de Zumba, en la provincia de Zamora Chinchipe donde se
establecen los primeros focos de infeccién INIAP, (1993). Actualmente esta enfermedad esta
presente en toda el area de la caficultura nacional, debido a que muchas &reas presentan
condiciones favorables para su desarrollo, especialmente en los cafetales ubicados en la parte

mas alta y humeda. COFENAC, (1998).

En algunos sectores cafetaleros se ha observado la presencia del hongo Verticillium sp.,
como parasito de Hemileia vastatrix. Estas y otras observaciones locales muestran que el
Verticillium sp, restringe notablemente el desarrollo de la roya, impidiendo el crecimiento
normal de las puastulas, INIAP, (1997). Por los antecedentes expuestos se hizo necesario realizar
el presente estudio, con el propdsito de desarrollar una estrategia adecuada y eficiente para el

control bioldgico de la roya, como contribucion al sector caficultor en el mejoramiento de su
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nivel socioecondémico y a la vez disminuir las aplicaciones con productos quimicos que

constituyen serios problemas de manejo e impactos ecolégicos y salud.
Materiales y métodos.

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Fitopatologia del Departamento
Nacional de Proteccidén Vegetal, de la Estacion Experimental Portoviejo del Instituto Nacional
Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), y en cultivos establecidos de café en el

Cantdn Pajan (sitios: Limén de Procel y la Victoria de Cascol), Zona Himeda de Manabi.
Obtencion, aislamiento y multiplicacion de Verticillium sp.

La obtencion de cultivos puros Verticillium sp. se realizo a partir de hojas de café que
presentaban pustulas de roya parasitadas por el hongo en mencion y fueron colectadas en los
Recintos la Naranja y Prosperina del Cantén Jipijapa. Zona cafetalera ubicada entre 500 600
m.s.n.m., con temperatura promedio de 21.7°C, entre los meses de mayo a noviembre periodo la

mayor incidencia de la enfermedad.

La urediniosporas de Hemileia vastatrix Berk & Br., (Gréafica 1), agente causante de la
roya del cafeto, son frecuentemente parasitadas por el hongo Verticillium lecanii. El tejido de la
hoja de café no es infectado por este hongo, las hojas en las que se encuentra parasitando
pustulas de roya, muestran a menudo necrosis y caen mas rapido que las no parasitadas. Leal,

(1963).
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Gréfica 1. Hoja parasitada por Hemileia vastatrix (Roya)

El control bioldgico en la filosfera esta basado en el antagonismo microbiano en la fase
de penetracion del patdgeno o en el hiperparasitismo, una vez establecido la infeccion. Ademas
de la introduccion de antagonistas, el uso de antagonismo natural en un programa de control
integrado de enfermedades, es un medio mas eficiente de combate. Blakeman, J. y Fokkema, N.,

(1982) y Whipps, M., (1984).

Otro hongo que la literatura sefiala como antagonista de las royas y corresponde al género
Verticillium sp., algunas veces citado en la literatura como Lecanicillium sp. Canjura, et al.,
(2002). El hiperparéasito V. lecanii actia mediante penetracion y muerte de urediniosporas de
roya en la pustula. De esta manera, el hiperparasito reduce el grado e infeccion en la hoja.

Subramanian, (1972).

Verticillium Es un hongo que tiene conidiéforos delgados y ramificados al menos algunas
ramas son verticiladas (verticilios); tienen conidias (Phialosporas) ovoides a elipsoides, hialinas

uniceluladas, portadas simplemente en pequefios racimos suculentos apicalmente. La mayoria de
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las especies de Verticillium son parasitos vasculares en plantas superiores, parasitos en otros

hongos o saprofitos. Barnett y Hunter, (1972).

Mahfund, et al., (2006), sefiala que los efectos de dos especies de este género pueden
actuar desde la decoloracion de ureddsporas, formacion de micelio blanco sobre ellas o

necrosamiento, dependiendo el tiempo de aplicacion.

Gonzalez, et al., (2002), Se conocen varios hiperparasitos del hongo Hemileia vastatrix
entre ellos se destacan Cladosporium hemileia y Verticillium hemileia (Verticillium lecanii). Este
altimo hongo produce un micelio blanco que se puede observar sobre las pustulas de la roya.
Esto sugiere que el porcentaje de parasitismo de Lecanicillium sp., varia entre especies y

aislamientos. Arriola et al., (1998).

Eskes, et al., (1991), a partir de lesiones de roya del cafeto se lograron aislar Verticillium
lecanii, en un medio de elevado indice de humedad en laboratorio, pero solo en contados casos
en el campo también se aislaron V. leptobactrum de lesiones de roya del cafeto en laboratorio lo
cual permite afirmar, por primera vez, que esta especie es un hiperparasito de Hemileia vastatrix.

Ambas especies mostraron acciones antibioticas e hiperparasitas casi idénticas en laboratorio.

Vélez, Rosillo, (1985), manifiestan que ensayos de laboratorio confirmaron que el
extracto metabdlico de Verticillium lecanii afecto drasticamente el proceso de germinacion de las
urediniosporas de roya. Estos ensayos en invernadero y laboratorio evidenciaron el efecto

protector de dicho extracto contra la infeccidn por roya.
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Para el aislamiento las hojas fueron llevadas al laboratorio donde se extrajeron masa
miceliales del hongo Verticillium sp. estas muestras fueron sembradas en platos de Petri

esterilizados que contenian medios de cultivos agar-agua (A.A) al 2%.

Vélez, (1991), establecié el efecto de los estratos del hiperparasito Verticillium lecanii
sobre los procesos germinativos e infectivo de Hemileia vastatrix Berk & Br., en plantulas de

Coffea ardbica Var. Caturra, en condiciones de laboratorio e invernadero.

Leguizamon, et al., (1989), encontr6 que el cultivo licuado (micelio y conidias) y el
extracto metabolico de Verticillium lecanii cultivado en caldo de papa dextrosa (CPD) afectd la

evolucion de la lesion y la germinacion de urediniosporas de Hemileia vastatrix.

Las colonias obtenidas en este medio de cultivo fueron purificadas y transferidas a platos

de Petri que contenian papa-dextrosa agar (P.D.A.) al 2% para su conservacion.

Para la multiplicacion de Verticillium sp. se estudiaron diferentes medios de cultivos con
el fin de determinar, el que mas propicie mayor cantidad de in6culo en forma de conidias y

clamidosporas.
Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con 10 unidades por tratamiento, los
tratamientos estuvieron formulados (4 medios s6lidos y 4 medios liquidos), cada tratamiento
solido (con agar) estuvo conformado por 10 platos Petri conteniendo 25 ml. de medio. Los

medios liquidos (sin agar) en igual numero se utilizé frascos Erlenmeyers conteniendo 25ml. de
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medio liquido, los cuales fueron colocados en un agitador eléctrico de movimiento horizontal
regulable a la conveniencias del experimento, y se los mantuvo en movimiento mientras duro la

prueba. (Gréfica 2).

Gréfica 2. Materiales utilizados para la inoculacion del

hongo Verticillium sp.

Hansser et al., (1982), investigando al microscopio de luz la interaccion entre Puccinia
graminis var. Tritici y V. lecanii, encontraron el hiperparasito entre las urediniosporas de la roya,
después de 24 horas de inoculacion. Observaciones al microscopio electronico de esta
interaccion confirmaron que la penetracion directa depende fundamentalmente de la capacidad

enzimatica de V. lecanii.

Vélez, (1991), a medida que se aumenta la concentracion del extracto de Verticillium
lecanii, se disminuyd la tasa de urediniosporas de roya, en un comportamiento cuadratico y un

ajuste del 77%. De igual manera, estos extractos prolongaron los periodos de latencia de H.
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vastatrix, redujeron el grado de infeccion y la tasa de produccion de urediniosporas del hongo; el

efecto persistié a través del tiempo.

Canjura, et al., (2002), Las cepas de Verticillium sp. produjeron satisfactoriamente
conidias en los fermentadores artesanales. No se observo la presencia de clamidosporas en el
fermentador, lo cual podria sugerir que las cepas corresponden a la especie Verticillium lecanii.
La reduccion de la concentracion de melaza no afectd la produccion final de conidias de las

cepas de CATIE, Pejibaye y Tuis; por lo tanto, se puede usar la dosis mas baja (8g/l).

Para la toma de datos y métodos de evaluacion se determind el nimero de dias en que el
hongo tardd en propagarse y cubrir el medio contenido en el plato Petri. EI conteo de conidias y
clamidosporas se verificé utilizando la camara de Newaver. Para realizar el conteo de conidias y
clamidosporas se licué cada unidad experimental de 25ml., agregandole 75ml. de agua destilada

esterilizada para completar 200ml. de suspension.

El contaje se realizd en el momento en que el hongo cubrid la superficie del medio de
cultivo, y el resultado fue en nimero de conidias y clamidosporas por cm? en los medios solidos
y numero de conidias y clamidosporas por ml. en los liquidos. Estos resultados fueron
promediados entre las 10 unidades experimentales, para obtener los valores de produccion de

conidias y clamidosporas de por cada sustrato probado.

Para la preparacion de medios se utilizé los componentes convencionales, agar-dextrosa

combinados con zanahoria, papa, maiz y soya siguiendo las proporciones utilizadas por Moreira
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(1983). Para la siembra del indculo, en el centro de cada unidad experimental se coloco un disco

de PDA de 5mm de didmetro con crecimiento de Verticillium sp.
Analisis estadistico

Se determino el nimero de dias en que el hongo tardd en propagarse y cubrir el medio
contenido en el plato Petri. EI conteo de conidias y clamidosporas fue hecho, utilizando la

camara de Newaver.

Para realizar el conteo de conidias y clamidosporas se licué cada unidad experimental de

25 ml. agregandole 75 ml. de agua destilada esterilizada para completar 200 ml. de suspension.

El contaje se realizd en el momento en que el hongo cubrid la superficie del medio de
cultivo, y el resultado fue en nimero conidias y clamidosporas por cm? en los medios solidos y
numero conidias y clamidosporas por ml. en los liquidos. Estos resultados fueron promediados
entre las 10 unidades experimentales, para obtener los valores de produccion de conidias y

clamidosporas de Verticillium sp. por cada sustrato probado.

A los datos obtenidos se les realizd andlisis de varianza para determinar si hubo

diferencias significativas entre tratamientos, aplicando la prueba de Tukey.
Estudio de diseminacion de Verticillium sp. sobre Hemileia vastatrix

Estos ensayos se los realizd en zonas hiumedas del Canton Pajan, en los sitios Limén de
Procel y la Victoria de Cascol, situado entre 500-600 m.s.n.m.; las coordenadas geograficas 0°

10’ de latitud N hasta 1° 50’ de latitud S y desde 79° 25 hasta 80° 75’ de longitud O.; en cultivos
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establecidos de café con textura de suelo limo arcilloso de drenaje natural, pendiente del 25%
con Ph de 6,8 a 7, temperatura de 18-24°C, la precipitacion anual de 1,000 a 1,300mm, humedad

relativa 82.4%.
Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio de bloques completamente al azar con cuatro repeticiones donde cada
tratamiento estuvo conformado por dos arboles adultos de la misma caracteristica, los mismos
que constituian una parcela, las evaluaciones del parasitismo fueron realizadas tomando los
nimeros de pustulas con roya, numero de pustulas con Verticillium sp., niUmero de pustulas

inhibidas.

Moreira, (1983), bajo condiciones de campo en el sitio La Naranja, del Cantdn Jipijapa se
asperjo suspensiones de esporas de Verticillium sp. en densidades de 200.000 — 300.000 —
400.000 — 500.000 esporas/ml. de agua destilada, esterilizada en plantas adultas de café de la
variedad Caturra Roja, evidenciandose un claro efecto parasitico sobre las ureddsporas de H.

vastatrix.

Este experimento se realiz6 entre los meses de agosto a noviembre, temporada en la que
se presento la infeccién de Hemileia vastatrix debido a las temperaturas favorables para su
desarrollo. Se probo el efecto de Verticillium sp. sobre H. vastatrix, en plantas de café de la

variedad Caturra en las areas de produccion. (Gréafica 3).
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Grafica 3. Inoculacion de Verticillium sp. en arboles de café Parasitados por Hemileia

vastatrix

Los cuatro primeros tratamientos fueron asperjados con suspensiones de Verticillium sp.,
en densidades de 500.000, 600.000, 700.000, 800.000 conidias y clamidosporas por ml. de agua
destilada estéril. En el tratamiento de indculo en depdsito abierto se utilizé platos de Petri
desechables dentro del cual se colocé el Verticillium sp. ubicando el plato Petri en la parte media
del arbol en observacion. Para el tratamiento de inoculo en fundas de gasa, estas fueron

humedecidas con Verticillium sp. y colgadas a la mitad de los arboles en estudio.

La primera evaluacion se la realizo a los 25 dias después de aplicar los tratamientos con

conidias y clamidosporas de Verticillium sp. (Gréafica 4).
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Gréfica 4. Efecto inicial de Verticillium sp. sobre Hemileia vastatrix

Asi mismo se observo el radio de dispersion del hongo en las plantas vecinas de la
parcela, con el propdsito de determinar el momento de inicio de la colonizacién sobre las
pustulas de roya en las hojas de los arboles de café tratadas y en las plantas de café circundantes.
A los datos obtenidos se les hizo anélisis de varianza para la prueba de significacion Tukey al

5% de probabilidades.

Vélez, (1991), al asperjar cultivos licuados de Verticillium lecanii sobre las lesiones
establecidas de H. vastatrix, se observd cubriendo la lesion por el micelio blanco con perdida
completa de ésta. El estrato metabolico de V. lecanii asperjado a lesiones establecidas de H.
vastatrix origind una depresion central de las lesiones que se acentud a través del tiempo.
Microscopicamente el efecto se manifestd con inhibicion total de la germinacion y algunos

cambios morfolégicos en las urediniosporas.

Histologicamente las hojas asperjadas con el cultivo de V. lecanii mostraron al micelio

del hongo formando redes alrededor de las urediniosporas de roya, en el sitio de penetracion al
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estoma. El cultivo y extracto metabdlico de V. lecanii asperjado en hojas sanas, no provoco
ningun cambio visible en las hojas. El seguimiento efectuado, evidencia el efecto erradicativo de

V. lecanii y su inocuidad en plantas sanas; factores fundamentales en un microorganismo usado

en control bioldgico. Vélez, (1991).

Carrion, (1988), en aspersiones realizadas con soluciones conidiales de Verticillium
lecanii, 36 cafetos escogidos al azar y atacados por roya se llevaron a cabo en los meses de
menor precipitacion del afio (diciembre-abril). Se cuantifico mensualmente la infeccion de la
roya y la incidencia de V. lecanii, asi como la tasa de defoliacion de los cafetos en diferentes
tratamientos. Se logro inducir y aumentar la incidencia de V. lecanii hasta 13.66 veces, por lo
que la tasa de incremento del hiperparasito fue mayor que el de la roya en todos los tratamientos,

con respecto al inicio del experimento.

El nimero de aspersiones realizadas tuvo una influencia significativa en el incremento de
la incidencia de V. lecanii y en la disminucién de la tasa de defoliacion. Los grupos tratados con
5 aspersiones presentaron el porcentaje mas alto de infeccion de V. lecanii 35.56%, mientras que

los grupos con 4 aspersiones tuvieron la tasa de defoliacion mas baja 0.22%. Carrion, (1988).

Eskes, et al., (1991), un bajo indice de humedad relativa parece inhibir completamente el
crecimiento y el desarrollo de V. lecanii y V. leptobactrum. Las pruebas de campo mostraron que
los hiperparéasitos poseen una baja capacidad para sobrevivir en lesiones de roya del cafeto al aire
libre, lo cual limita su poder de agente de lucha contra la roya del cafeto en las condiciones

climaticas del Estado de Sao Paulo, Brasil.
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La presencia de ureddsporas de roya no mejor6 la concentracion final de conidias de
dichas cepas, por lo que no se justifico su uso en los fermentadores. Para la cepa de Guayabo, no
se pudo definir el efecto de la concentracion de melaza ni de la presencia de ureddsporas de roya
en el sustrato. Para la fase de campo, las condiciones del ensayo en macetas y con inoculo

natural de roya no permitieron determinar la capacidad hiperparasitica de las cepas de

Verticillium sp. Canjura, et al., (2002),
Resultados y discusion.

Mediante un examen visual de las pustulas de roya colonizadas por Verticillium sp. se
pudo observar la presencia de un micelio blanco de aspecto algodonoso, desarrollado sobre la

masa de uredosporas. (Gréafica 5).

Gréfica 5. Presentacion tipica de Verticillium sp. De aspecto algodonoso impidiendo el

desarrollo de las pustulas de Hemileia vastatrix
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Al observar al hongo Verticillium sp., bajo el microscopio compuesto a 1.250 aumentos,

se encontraron las siguientes estructuras: micelio constituido por hifas ramificadas en verticilos,
conidioforos delgados erectos y verticilados, conidias unicelulares hialinas ovoides raramente
elipsoidales. Ademas se observo clamidosporas, que son esporas de paredes engrosadas que les

permite resistir condiciones adversas al desarrollo del hongo. Concuerda con estudios efectuados

por Barnett y Hunter, (1972), Mahfund, et al., (2006), Gonzalez, et al., (2002).
Multiplicacion de Verticillium sp. en medios sélidos y liquidos

En medios de cultivos sélidos probados, el hongo alcanzé su méaximo crecimiento en
maiz-dextrosa-agar y zanahoria-dextrosa-agar, necesitd 34 dias para cubrir la superficie del
medio contenido en el plato Petri. En los medios de cultivo papa-dextrosa-agar y soya-dextrosa-
agar el hongo alcanzo6 un diametro de 47mm. y 51mm. A los 48 dias respectivamente, momento
en que se dio finalizada la prueba. Este ensayo de laboratorio permitié determinar a nivel in vitro
los medios de cultivos méas favorables para el desarrollo de Verticillium sp siendo el medio de
cultivo liquido, el tratamiento papa-dextrosa que obtuvo mayor produccion; y en cuanto al medio
de cultivo sélido, el tratamiento maiz-dextrosa-agar el que obtuvo un mayor porcentaje de
reproduccion de Verticillium sp. Tal como lo menciona Leguizamén, et al., (1989), el extracto

metabolico de Verticillium lecanii cultivado en caldo de papa dextrosa (CPD).

En cuanto a la densidad de conidias y clamidosporas de Verticillium sp., en los diferentes
medios de cultivos los resultados estadisticos indican diferencias altamente significativas. Siendo
el medio de cultivo maiz-dextrosa-agar, el que propicié la maxima produccién de conidias y

clamidosporas por cm? con 6°472.128 unidades. Seguido por zanahoria-dextrosa-agar con
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5°443.743; soya-dextrosa-agar con 3°105.911, siendo el mas bajo en densidad el medio papa-

dextrosa-agar con una produccion de 2°410.975 conidias y clamidosporas.

En los medios liquidos estudiados y de acuerdo al anélisis estadistico se encontro
diferencias significativas para la produccién de conidias y clamidosporas/ml., a los 48 dias en
que finalizo el ensayo, el hongo alcanzé las siguientes cantidades: en el tratamiento papa-
dextrosa 3°465.900 unidades/ml., seguido del tratamiento maiz-dextrosa 2°896.500 unidades/ml.,
el tratamiento zanahoria-dextrosa 2°138.900 unidades/ml., ubicandose en el ultimo lugar el

tratamiento soya-dextrosa con 1°046.500 conidias y clamidosporas. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Produccion de conidias y clamidosporas de Verticillium sp. en diferentes medios

de cultivos solidos y liquidos

NUMERO DE CONIDIAS Y
TRATAMIENTOS CLAMIDOSPORAS/cm?
1. Maiz-Dextrosa-Agar 6’472.128 a
2. Zanahoria-Dextrosa-Agar 5°443.743 ab
3. Papa-Dextrosa 3°465.900 bc
4. Soya-Dextrosa-Agar 3’105.911 cd
5. Maiz-Dextrosa 2°896.500 cd
6. Papa-Dextrosa-Agar 2°410.975 cd
7. Zanahoria-Dextrosa 2°138.900 cd
8. Soya-Dextrosa 1°046.500 d
X 3°372.576
TUKEY 2°010.494
CV.% 36.1%

INIAP, E.E. PORTOVIEJO
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Datos con la misma letra no difieren significativamente.
Evaluacion de la diseminacion de Verticillium sp. sobre Hemileia vastatrix

Bajo condiciones de campo la colonizacion de Verticillium sp. en la localidad de Limén
de Procel ocurrio en forma optica 25 dias después de la aplicacion. De acuerdo a los resultados
del andlisis estadistico no hubo significacion para los tratamientos estudiados en cuanto al
porcentaje de pustulas colonizadas por Verticillium sp.; pero se observo que el tratamiento
800.000 conidias y clamidosporas/ml. tubo mayor porcentaje de colonizacion con 39,80%,
seguido del tratamiento 600.000 conidias y clamidosporas/ml. que presento un 38,80% de
colonizacién; mientras que los tratamientos que tuvieron los porcentajes mas bajos fueron:

inoculo en depdsito abierto y el testigo, con 30,30% Yy 26,30% respectivamente. (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de aplicaciones de Verticillium sp. sobre los porcentajes de pustulas con
roya, pustulas colonizadas y pustulas inhibidas, en estudio de diseminacion de para control

bioldgico de la roya del café: el limon de procel Pajan.

% Pustulas

(I)D/f]stulas e R v
TRATAMIENTOS con Pustulas
con e o
Verticillium | Inhibidas
Roya sp.
1. 500.000 conidias y clamidosporas/ml. de | 54.30 35.50 10.20
agua destilada estéril 49.60 38.80 11.60
2. 600.000 conidias y clamidosporas/ml. de | 50.40 35.40 14.20
agua destilada estéril 43.40 39.80 16.80
3. 700.000 conidias y clamidosporas/ml. de | 56.70 30.30 13.00
agua destilada estéril 54.00 36.20 9.80
4. 800.000 conidias y clamidosporas/ml. de | 62.20 26.30 11.50
agua destilada estéril
5. Inoculo en Depositos Abiertos
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6. In6culo en Fundas de Gasa

7. Testigo (Sin Verticillium sp.)

X 52.90 34.60 20.04
CV.% 16.72% | 22.18% 30.73%
TUKEY N.S. N.S. N.S.

Primera evaluacion 25 dias desde la aplicacion de los tratamientos

En lo relacionado a pustulas inhibidas y de acuerdo al andlisis estadistico no hubo
significacién estadistica observando que el tratamiento que tuvo una mayor inhibicion fue el de
800.000 conidias y clamidosporas/ml. con el porcentaje de 16.80%, seguido por el tratamiento
700.000 conidias y clamidosporas/ml. con un porcentaje de 14.20% de inhibicion; los
tratamientos que tuvieron los més bajos porcentajes fueron 500.000 conidias y clamidosporas/ml.
seguido por indculo en fundas de gasa con el porcentaje de 10.20%, y 9,80% respectivamente.
Vélez, (1991), establecié el efecto de los estratos del hiperparasito Verticillium lecanii sobre los
procesos germinativos e infectivo de Hemileia vastatrix Berk & Br., en plantulas de Coffea

arébica Var. Caturra.

De acuerdo al andlisis estadistico de las observaciones realizadas a los 48 dias después de
la aplicacién en los tratamientos de estudio del sitio Limon de Procel indican que no hay
diferencia significativa en pustulas de roya con Verticillium sp. al igual que en pustulas
inhibidas. La tercera evaluacion se la realizo a los 65 dias después de la aplicacion observandose
que las pustulas de roya en su totalidad se encontraban inhibidas debido a la accion de

parasitismo de Verticillium sp. (Gréfica 6).
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Gréfica 6. Pastulas y lesiones de roya con presencia de Verticillium sp.

Las observacion realizada en el sitio Las Pajitas de Cascol a los 25 dias de inoculo el
hiperparasito y de acuerdo a los resultados del andlisis estadistico se determind que no hubo

diferencia significativa entre los tratamientos en estudio.

Referente a pustulas de roya colonizadas por Verticillium sp. se observé que el
tratamiento que obtuvo el mayor porcentaje de colonizacion de Verticillium sp. fue el de 600.000
conidias y clamidosporas/ml. con un promedio de 22.00%, seguido por el tratamiento de in6culo
en fundas de gasa con un porcentaje de 20.20% de colonizacion sobre puUstulas de roya. Los
tratamientos que alcanzaron los porcentajes mas bajos fueron 800.000 conidias y
clamidosporas/ml. y 500.000 conidias y clamidosporas/ml. con promedios de 7.10% y 5.00%

respectivamente.

Concerniente a pustulas inhibidas podemos indicar y de acuerdo al andlisis estadistico

que el tratamiento de dispersion con 500.000 conidias y clamidosporas/ml. tuvo el mas alto
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porcentaje de inhibicion con el 50.60%, seguido del tratamiento indculo en fundas de gasa con el
44.80%; los tratamientos que obtuvieron los mas bajos porcentajes son el testigo con el 22.80% y

el tratamiento 600.000 conidias y clamidosporas/ml. con un porcentaje de 13.90% de inhibicion.

(Cuadro 3).

Acorde a lo expuesto y al analisis estadistico el ensayo en el sitio Las Pajitas de Cascol,

durante los primeros 25 dias no hubo significacion estadistica en ninguno de los tratamientos.

Cuadro 3. Efecto de aplicaciones de Verticillium sp. sobre los porcentajes de pustulas con
roya, pustulas colonizadas y pustulas inhibidas, en estudio de diseminacion de para control

bioldgico de la roya del café: Las Pajitas Cascol.

o % Pustulas

0 0

Pustulas i R /cf

TRATAMIENTOS con Pustulas

con o e
Roya Verticillium | Inhibidas
sp.

1. 500.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 44.40 5.00 50.60

destilada estéril 64.10 22.00 13.90

2. 600.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 50.10 13.14 36.50
destilada estéril 64.70 7.10 28.20

3. 700.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 45.80 15.00 39.20
destilada estéril 35.00 20.20 44.80

4. 800.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 63.10 14.10 22.80
destilada estéril

5. In6culo en Depositos Abiertos

6. Indculo en Fundas de Gasa

7. Testigo (Sin Verticillium sp.)

X 52.46 13.83 33.71

CV.% 48.60% | 68.18% 49.51%

TUKEY N.S. N.S. N.S.

Primera evaluacion 25 dias desde la aplicacion de los tratamientos

Revista Cientifica de Investigacion Actualizacion del Mundo de las Ciencias. 2(3). pp. 92-119



Prevalencia y diseminacion de Verticillium Sp. para el control biologico de la

roya del café

Vol. 2, nim. 3., (2018)

Carlos Julio Canarte Bello; Tomas Robert Fuentes Figueroa; Marcos Manuel Manobanda
Guaman; Narciso Fernando Augusto Ayon Villao; Bienvenido Maximo Vera Tumbaco

La segunda evaluacion realizada a los 45 dias desde la inoculacion los datos obtenidos de
acuerdo con el analisis estadistico los resultados fueron no significativos para los tratamientos

estudiados, tanto en pustulas de roya con Verticillium sp. y pustulas inhibidas.

La tercera evaluacion se la efectto a los 65 dias alcanzando el maximo control el
tratamiento en inoculo en depdsito abierto con un 16.60%, seguido de el tratamiento 700.000
conidias y clamidosporas/ml. con el 14.90% de parasitismo; los tratamientos que tuvieron su mas
bajo control fueron el testigo con el 5.40%, seguido por el tratamiento de 600.000 conidias y
clamidosporas/ml. con un porcentaje de 4.80%. en cuanto a pustulas inhibidas el tratamiento de
mayor control fue indculo en deposito abierto con el 82.60%, seqguido por 500.000 conidias y
clamidosporas/ml. con el 74.90% de inhibicion; los tratamientos que alcanzaron el mas bajo
control son testigo con el 60.10%, seguido por 700.000 conidias y clamidosporas/ml. con el

59.60% de inhibicién. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de aplicaciones de Verticillium sp. sobre los porcentajes de pustulas con
roya, pustulas colonizadas y pustulas inhibidas, en estudio de diseminacion de para control

bioldgico de la roya del café: Las Pajitas Cascol.

o % PuUstulas
(0]
Pustulas L
TRATAMIENTOS con Pustulas
con o e
R Verticillium | Inhibidas
oya sp
1. 500.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 14.50 10.60 74.90
destilada estéril 22.40 4.80 72.80
2. 600.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 25.50 14.90 59.60
destilada estéril 22.50 13.00 64.50
3. 700.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 17.80 16.60 65.60
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destilada estéril 9.20 8.20 82.60
4. 800.000 conidias y clamidosporas/ml. de agua | 34.50 5.40 60.10
destilada estéril
5. In6culo en Depositos Abiertos
6. Indculo en Fundas de Gasa
7. Testigo (Sin Verticillium sp.)

X 20.90 10.50 68.60
CV.% 58.19% | 53.35% 20.71%
TUKEY N.S. N.S. N.S.

Tercera evaluacion 65 dias desde la aplicacion de los tratamientos

A los 80 dias después de haberse inoculado el Verticillium sp. se efectué una Ultima
observacion visual en la que se verifico que el hiperparasito Verticillium sp. habia actuado en las
plantas tratadas y vecinas en forma eficiente llegando a satisfacer todas las expectativas creadas
por el parasitoide, es asi que de los anélisis estadisticos de las evaluaciones realizadas en los dos
ensayos no se encontrd diferencias estadisticas significativas tanto en puastulas con Verticillium
sp. como en pustulas inhibidas debido a la eficiencia de los tratamientos en estudio y a las

condiciones climéticas favorables de los sitios, donde se ejecuto el experimento.

Los tratamientos testigos de ambas localidades en la primera evaluacién presentaron

invasion de esto probablemente se debi6 a la facil diseminacion del hongo.

Analizando el efecto de las diferentes concentraciones en la segunda y tercera evaluacion
se pudo determinar que en ambos ensayos el tratamiento inoculo en depdsitos abiertos
presentaba la mayor colonizacion sobre las pustulas de roya. Probablemente se debié a la
permanencia del hongo en los recipientes, al igual que los otros tratamientos incluidos los

testigos también presentaron un alto porcentaje de colonizacion e inhibicion.
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A los 80 dias se observé que el hiperparasito habia actlen las plantas tratadas incluido los
testigos la facil diseminacion del hongo permitié observar el mismo en lugares aledafos al
ensayo. En los andlisis estadisticos no se encontrd diferencias en ninguno de los tratamientos,
considerando al Verticillium sp. un patdégeno dindmico. Las condiciones climéticas que se
presentaron en esta época del afio jugaron un papel importante en la investigacién, favorecido

por la ubicacion de los ensayos los cuales requerian una altitud que oscilara entre los 500 — 600

m.s.n.m.

Conclusion.

Los estudios demuestran que los diferentes medios de cultivos que tuvieron mayor
desarrollo de conidias y clamidosporas de Verticillium sp. fue maiz-dextrosa-agar, zanahoria-
dextrosa-agar en los medios sélidos y papa-dextrosa en los medios liquidos. En diseminacion de
conidias y clamidosporas en condiciones de campo en el sitio Limén de Procel a 25 dias de
haberse realizado la aplicacion, se observo que la concentracion de 800.000 unidades/ml. fue la

primera en realizar la colonizacion e inhibicion.

Transcurrido los 48 dias desde la aplicacion, la concentracion de indculo en depdsitos
abiertos tuvo la mayor colonizacion sobre pustulas de roya, siendo el testigo el que alcanz6 su
mas baja colonizacion. A los 65 dias de la aplicacidn se observé que el Verticillium sp. inhibi6 a

las pUstulas de roya en todos los tratamientos.

El ensayo del sitio Las Pajitas de Cascol a los 25 dias de inoculado el hiperparasito la

concentracion de 600.000 conidias y clamidosporas/ml., tuvo la mayor propagacion a diferencia
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de las otras concentraciones, en lo relacionado a pustulas de roya con Verticillium sp., la menor
propagacion fue el de 500.000 conidias y clamidosporas/ml. desde la inoculacién transcurrido 45
dias, la concentracion de inoculo en depdsitos abiertos indican un mayor efecto de colonizacion
sobre pustulas de roya, siendo el tratamiento 800.000 unidades/ml. el que alcanz6 el mas bajo
porcentaje. Después de 65 dias de la aplicacion el tratamiento que alcanzo6 el maximo control fue
inoculo en depdositos abiertos, teniendo el mas bajo porcentaje el tratamiento de 600.000

unidades/ml.
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