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RESUMEN

Se aislo el hongo Verticillium hemileiae Bouriquet asociado a pustulas de la roya del cafeto (Hemileia vastatrix) en muestras
colectadas en el municipio de Cacaohatan, Chiapas, México. En el aislamiento crecid unicamente V. hemileiae, ya que en
el caso de H. vastatrix como parasito obligado no se desarrolla en medio de cultivo. Se realizaron trabajos en laboratorio
y vivero, usando un disefio experimental completamente al azar, y en campo con una distribucion en blogues al azar. El
mejor medio de cultivo para propagar (V. hemileiae) fue Sabouruad Dextrosa Agar mas extracto de malta; se observo una
germinacion de 90% con una concentracion de 2.57x10° conidios mL™% El pH del medio fue de 5.5, con el cual presento
germinacion de 91.8%, patogenicidad de 92.2% y concentracion de 2.56x10° conidios mL™L El mejor sustrato para pro-
pagar en forma masiva a V. hemileiae fue el salvado de trigo, en el cual se registrd concentracion de 2.31x10° conidios
mL~!, viabilidad de 90.96%, crecimiento de 66.2% y patogenicidad de 91.1%. Al aplicar en plantas en condiciones de vivero

y campo, la mayor infeccion y numero de pustulas se presento en el testigo sin aplicacion.
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ABSTRACT

The fungus (Verticillium hemileiae Bouriquet) associated with pustules of coffee rust (Hemileia vastatrix) was isolated of
samples collected in the municipality of Cacahoatan, Chiapas, México. In the isolation grew only (V. hemileiae), since in
the case of (H. vastatrix) as obligate parasite does not develop in culture medium. Work was carried out in laboratory and
nursery, using a completely randomized experimental design, and in field with a randomized block distribution. The best
culture medium to propagate (V. hemileiae) was Sabouruad Dextrose Agar plus malt extract, spore germination of 90%
was observed at a concentration of 2.57x10° conidia per milliliter. The medium pH was 5.5 with which presented 91.8%
germination, pathogenicity 92.2% and a concentration of 2.56x10° conidia per milliliter. The best substrate to propagate
massively (V. hemileiae) was wheat bran, which recorded concentration of 2.31x10° conidia per milliliter, viability of 90.96%,
growth of 66.2%, pathogenicity 91.1%; and applying plants in nursery and field conditions the largest number of pustules and

infection occurred in the control without application.
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INTRODUCCION
(Coffea arabica) es un cultivo

El Cafeto de importancia economica

mundial, debido a que genera gran cantidad de divisas
para los paises productores. Brasil es el primer productor
del mundo. México ocupa el quinto lugar en la produc-
cion mundial y, junto con la cafia de azucar (Saccharum
officinarum), representa el cultivo de mayor relevancia
socioeconomica. Su cultivo involucra regiones de 12
estados de Meéxico en una superficie aproximada de
665,837 ha™'; el estado de Chiapas es el primer produc-
tor con una superficie de 230,134 ha™!, sobresaliendo
la region del Soconusco (costa de Chiapas) con 70,000
ha™’. De la superficie cultivada con café, 84% correspon-
de a pequenos productores gque cuentan con un prome-
dio de tres hectareas que aportan 29% de la produccion.
El cultivo es una fuente de trabajo para cerca de 282,593
productores que generan mas de 300,000 empleos ru-
rales y asalariados en actividades del cultivo, tales como
podas, control de maleza, fertilizacion, control de plagas,
cosecha y beneficiado (Nolasco, 1998: Andnimo, 2001;
Aranda, 2004; y Andnimo 2008). El cafeto se caracteriza
por cultivarse en terrenos de topografia muy heteroge-
nea, desde terrenos planos, con pendientes modera-
das y de hasta 50%, con intensas precipitaciones (hasta
5,200 mm anuales) distribuidas de mayo a noviembre
y una altitud de 300 a 1500 m. Dentro de las limitan-
tes que afectan al cultivo estan las de mercadeo v las
fitosanitarias, y entre los segundos se encuentra la roya
anaranjada del cafeto (Hemileia vastatrix Berk. et. Br.), re-
portada como la enfermedad mas importante del cultivo
por causar la muerte de la planta por defoliacion. Para
reducir la fuente de inoculo de la roya es necesario reali-
zar el control de maleza, ampliar la distancia de siembra,
y realizar podas, fertilizacion y regulacion de la sombra
arborea, sin embargo, las condiciones ambientales de la
region del Soconusco han favorecido la propagacion de
la roya (Diaz, 2012). Investigaciones sobre epidemiologia
han indicado que la roya tiene un crecimiento sigmoidal,
donde el maximo crecimiento de la enfermedad se ob-
serva entre los meses de enero y febrero; después entra
en decadencia, debido a que se establece una época
secay calurosa y no existen condiciones favorables para
su desarrollo (Duran y Medel, 1985). Para el control de
esta enfermedad se han evaluado diferentes fungicidas,
sistémicos y preventivos donde el Triadimefon 25% PH. y
el Oxicloruro de cobre al 50% que han dado los mejores
resultados (Regalado y Ponce, 1983); sin embargo, tam-
bién se ha observado presencia del hongo Verticillium
hemileiae Bouriguet en campo sobre las uredosporas
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de Hemileia vastatrix en forma natural (Diaz, 2012). Con
base a lo anterior, el objetivo de la presente investigacion
fue aislar el hongo (Verticillium hemileiae), evaluar dife-
rentes medios de cultivos, propagarlos de forma masiva
y aplicarlo en viveros de café y en cafetales para el con-
trol de la roya del cafeto (H. vastatrix).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollo en los municipios de Ca-
caohatan y Huehuetan, Chiapas, México. Con base en
la observacion en campo del hongo de tonalidad blan-
guecina asociado a pustulas de la roya del cafeto (H.
vastatrix) se realizd una recolecta para su aislamiento en
el Laboratorio de Microbiologia, Fitopatologia y Nema-
tologia de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Uni-
versidad Autonoma de Chiapas, con el fin de evaluar su
efecto sobre el patogeno. Se evaluaron seis medios de
cultivo para el crecimiento del hongo Verticillium he-
mileiae, concentracion de conidios, pH del medio de
cultivo y produccion masiva en un disefio experimental
completamente al azar (Olivares, 1994).

Evaluacion en plantas de vivero

El hongo (Verticillium hemileiae) aislado y propagado en
laboratorio se aplicod en cinco diferentes dosis (2.0 g =t
40g 1™t 60g 1™, 8g 1™, 10 g ™Y vy un tratamiento
testigo en plantas de cafeto de vivero a las cuales se les
habian inoculado uredosporas de H. vastatrix; se utilizo
un disefio experimental completamente al azar (Olivares,
1994).

Evaluacion en condiciones de campo

El hongo V. hemileiae se aplicod en huertas comerciales
de café infectadas con H. vastatrix en cinco dosis dife-
rentes: 0.6 kg ha™!, 1.2 kgha™% 1.8 kgha™% 24 ha™, 3.0
kg ha™! y un testigo sin aplicacion. Esta se dirigio hacia el
enveés de la hojas infectadas por la roya del cafeto, con la
finalidad de que V. hemileiae estuviera en contacto con
las uredosporas de H. vastatrix, aplicando un disefio ex-
perimental en bloques al azar (Olivares, 1994).

RESULTADOS Y DISCUSION

El hongo recolectado vy aislado fue identificado como
Verticillium spp. con la clave propuesta por Romero
(1998). Presenta conidios producidos en conidioforos
(libres o agrupados); el orden Moniliales ha sido subdivi-
dido en familias, principalmente por el color de los co-
nidioforos, y la familia Moniliaceae presenta conidios y
conidioforos hialinos o de colores brillantes. Locci et al.
(1971) reporta el hiper-parasitismo de V. hemileiae sobre
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H. vastatrix; Sobero (2006) mencio-
na que la pérdida del color amari-
llento-anaranjado tipico en esporas
de roya se acelera con un hongo
blancuzco parasitico identificado
como (V. hemileiae) (Figura 1y 2).

El género Verticilium tiene las si-
guientes caracteristicas morfologi-
cas: conidioforos delgados ramifi-
cados, por lo menos algunas ramas
verticiladas, conidios ovales a elipsoi-
dales, hialinos, unicelulares, produci-
dos apicalmente, solitarios o en pe-
quefias cabezuelas; para el presente
estudio la especie correspondid a
Verticillium  hemileiae  Bouriguet.

El Cuadro 1 muestra la mayor germi-
nacion de conidios de V. hemileiae
(90%) a la mayor concentracién de
2.57x10° conidios por mL™! en el
medio de cultivo Sabouraud Dex-
trosa Agar mas Extracto de Malta. Lo
anterior coincide con lo reportado
por Carballo (1999), quien senala
qgue el hongo (Verticillium spp.) cre-
ce bien en medios de cultivo como
Extracto de Malta Sabouraud y Papa
Dextrosa Agar. De forma semejante,
Hall (1981) menciona que las colo-
nias de Verticillium spp. crecen bien
en un medio de cultivo a base de
agar malta, harina de avena o papa
dextrosa agar, en los cuales se desa-
rrolla un micelio delgado blanco o
crema que forma colonias blancas
con apariencia algodonosa.

Un dato relevante en el proceso
de aislamiento y multiplicacion del
hongo parasitico fue determinar el
pH del medio de cultivo en el cual
(V. hemileiae) generara mayor con-
centracion de conidios, resultando
que es necesario ajustar el pH de
la solucion del medio de cultivo
a 55 porque es donde presento
mayor formacion de conidios con
2.56x10°, germinacion de 91.80%
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Figura 1. Hoja de cafeto
(Coffea arabica) afectada
por roya (Hemileia vastatrix
Berk et Br) con pustulas
color amarillo. El micelio
color blanco correspon-
de a Verticillium hemileiae
Bouriquet.

Figura 2. Micelio septado y “verticilios” del hongo (V. hemileiae) tomadas al microscopio

de luz 40X.

Cuadro 1. Porcentaje de germinacio

en diferentes medios de cultivo

Medio de cultivo Germinacion (%)

y concentracion de conidios del hongo (V. hemileiae)

Medio de cultivo Concentracion

SDA+E. de Malta 900 a SDA+E. de Malta 2.57%x10%a
SDA+E. de Levadura 78.0Db SDA+E. de Levadura 1.74x10° b
SDA 71.0¢c SDA 159x10° ¢
PDA 50.0d PDA 147x10°d
PDA+E. de Malta 490d PDA+E. de Malta 132x10%e
PDA+E. de Levadura 39.0e PDA+E. de Levadura 1.20%10° f

* Promedio con la misma letra son estadisticamente iguales, segun la Prueba de Tukey a una

a de 0.01 de probabilidad.

y patogenicidad de 92.20%: para
la propagacion masiva, el hongo
(V. hemileiae) debe ser propaga-
do en salvado de trigo porgue fue
donde este hongo presentd mayor
concentracion de conidios por mi-
lilitro  (2.31x10°), mayor viabilidad

(90.96%), crecimiento (66.20%) vy
patogenicidad sobre (H. vastatrix)
(91.10%) (Figura 3) (Cuadro 2 y 3).

La aplicacion de V. hemileiae en
plantas cafeto en vivero infectadas
previamente con H. vastatrix mostro
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Figura 3. A: Matrices (Botellas Roux) con salvado de trigo inoculadas con el hongo (V. hemileiae). B: Bolsas de plastico de alta densi-

dad lineal inoculadas con salvado de trigo con el hongo (V. hemileiae).

que el mayor nivel de infestacion,
cantidad de pustulas de roya por
hoja y defoliacion se observo en el
tratamiento testigo, el cual se inocu-
6 con H. vastatrix sin V. hemileiae
(Figura 4).

V. hemileiae propagado en labora-
torio se aplico en diferentes dosis
(Cuadro 4) y la mayor infeccion se
observo en el tratamiento testigo sin
aplicacion.

CONCLUSIONES

El hongo Verticillium hemileiae Bou-
riqguet es un parasito de la roya del
cafeto (Hemileia
Br.); el medio de cultivo mas efec-
tivo para producirlo es Sabouraud
Dextrosa Agar mas extracto de Le-
vadura vy, para propagarlo
mente, el salvado de trigo. El pH del
medio de cultivo se tiene que ajustar
a 5.5. Su aplicacion a plantas de ca-
feto (Coffea arabica), vivero y campo
(V. hemileiae)
vastatrix

vastatrix Berk. et

masiva-

ejerce control de H.
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Cuadro 3. Propagacion del hongo (V. hemilei

) Concentracion Viabilidad Crecimiento Patogenicidad
Tratamiento
(%) (%) (%) (%)
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hemileiae).

Cuadro 4. Porcentaje de infeccion de (H. vastatrix) con aplicacion del hongo (V.

Dias después de la aplicacion
Tratamientos

A0.6kgha™t 5.00 6.15 812 15.15 5.68
B1.2kgha! 13.55 12.02 15.62 2049 940
C18kgha™* 878 9.17 10.65 16.57 7.65
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F Testigo sin aplicacion 1852 20.55 20.10 21.27 16.40
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Figura 4. A: Hojas de cafeto con menor cantidad de pustulas de roya (H. vastatrix). B: Hojas de cafeto con

tratamiento testigo, mostrando mayor con mayor cantidad de pustulas de roya. C: Presencia del hongo (V.

hemileiae) después de su inoculacion. D: Pustulas de (H. vastatrix) en el tratamiento testigo sin aplicacion en
condiciones de campo.
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