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ABSTRACT

The effect of Verticliium so. as hyperparasite of H. vastairix and the
effect on the gemination of H. vastatrix uredospores were studied. Hyperparasitic
activity of different fungus solations and concentrations applied to rust spots
showed that the incidence levelincreases during the first 10 days, attaining values
from 50 to 80%. This indicates on efficient performance of the fungus as a
hyperparasite. The highest incidence level was observed with the solation from "El
Coyolar”, Matagalpa at concentrations of 105 and 2.5*105 spores/ml. After 10
days the hyperparasite’s incidence tended to become stable. The effect of
Verficiliurm so. on the spore gemnination wos determined by placing the sporesin
an agar-watermedium at 2%. Gemnination was significantly lower in the presence
of Verticilium sp. Verficilium sp. demonstrated important qualities as a control
agent of H. vastatix, based on its abliity to colonize establshed spots and its effect
on pathogen spore gemnination.

INTRODUCCION

A pesar de la importancia-del cultivo del
cafeto en la actividad econdmica y soclal de
Nicaragua, la produccién cafetalera enfrenta
grandes problemasporlosaltoscostosde produccién
y los bajos precios que se pagan al productor. Estos
problemas se agudizan debido al efecto que sufre la
produccién por la Incidencia de plagas y
enfermedades. Entre los problemas fitosanitaros, la
roya del cafeto (Hemileia vastairix), ocupa un lugar
deimportancia enlacaficulturanacional. Laprincipal
forma de control la constituyen los fungicidas.

Carrién (1988), afirna que H. vastatrix tiene
enemigosnaturalescapacesde afectarsu poblacién,
tal es el caso de Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas, el
cual se desarrolla sobre las uredosporas impidiendo
su dispersion y afectando su viabilidad. Esto motivéla
redlizacién de este trabajo, cuyos objetivos fueron:
evaluar la actividad hiperparasitica de Verticillium
sp. sobre pustulas de royay conocerel efecto de este
hongo sobre la geminacién de lasuredosporas de H.
vastatrix.
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RESUMEN

Se estudio el efecto del hongo Verticilium sp. como hiperpardasito de
H. vastatrx y su efecto sobre la geminociin de uredosporas de H. vasfairx. Se
evalué su actividad hiperparasitica aplicando dos aislamientos y dos
concentraciones del hongo sobre plstulos de roya. El nivel de incidencia
aumentd en los primeros 10 dias hasta alcanzar volores de 50 hasta 80%. Esto
indica que el hongo se comporta con eficacia como hiperpardsito. Se obsenvo
el mayor grade de incidencia en el aslamiento procedente de El Coyolar,
Matagalipa, en concentraciones de 105 y 2.5*105 esporas/mi. La incidencia del
hiperpardasito tiende a estabilizarse después de 10 dias. Se evalud el efecto de
Verficilium sp. sobre la germinacién de uredosporas, sometiéndolas a la accién
del hiperparasito, en medio agar-agua al 2%, encontrando que la geminacion
s significativamente menor en presencia de Verficilium sp. se enconttd que
Verficillium sp. usado como agente de control de H. vastatrix, posee propledades
importantes basadas en su capacidad de colonizar plstulas establecidas, y el
efecto que presenta sobre la geminacién de uredosporas del patdgena.

METODOLOGIA

El trabajo se llevé a cabo en el Centro Experimental
del Café, en San Ramén, Matagalpa, y en los
laboratorios de la Escuela de Sanidad Vegetal de la
Universidad Nacional Agraria, Nicaragua durante los
meses de julio a octubre 1992 y consté de dos etapas:
evaluacién de Verticilium como hiperparésito de H.
vastatrix, y evaluacion del efecto de Verticlllium sobre
la germinacién de las uredosporas de H. vastatrix.

Aislamiento y produccién de Verticlllium sp.,
para ser utilizado en experimentos de invernadero. El
hongo se aislé de muestras frescas de roya
hiperparasitadas, provenientes de El Coyolar,
Matagalpay el Crucero, Managua, a partirde cafetos
variedad Caturra. El alslamiento se realizé 35 dias
antes de establecer el experimento; posteriormente
el hongo se cultivé en placas de Petricon elmedio de
cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar) y se mantuvo a
temperaturas entre 23 y 25°C. Cuando las colonias
del hongo estaban bien desarroliadas (15 dias), fue
transferido a un medio liquido contenido en
erlenmeyersde 250ml. Elsoportelo constituia: Afrecho
(25 @). levadura de cerveza (10 g), CaCl2 (0.25 g),
KH2PO4 (13.60 g), NaOH (2.32 g), agua destilada (1
litro).

El hongo colonizé completamente la
superficie del soporte a los 15 dias. Entonces se
procedié a cultivaro enunmedio sdlido que conslstia
en sorgo precocido, a una proporcion de 30 ml de
inéculo por 100 g de sorgo, en eflenmeyers de 500 ml.



Elhongo se establecio plenamente almesde tubos de ensayo sumergidos hasta 1/3 deltubo, enun
sembrado en el medio sdlido y estuvo listo para su io de acido sulfurico al 32.6% (v/v). El
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Una vez depositadas las esporas de ambos
hongos en el medio, los platos Petrl se colocaban en
incubadora a temperatura de 21°C. Las lecturas de
germinacién de las uredosporas de royase hacian 16
horas después, observando cinco campos
microscoépicos en cadauna delascinco gotasdelas
suspensiones colocadas en el medio.

Andlisis de los datos. Dentro del experimento
establecido para evaluar el hiperparasitismo de
Verticilium sp. sobre las pustulas de roya, se realizé
andlisis de varnanza mediante contrastes ortogonales
para la incidencia de roya y de Verticillium.

Se estimé el pardmetro drea debajo de la
curva de progreso para cada tratamiento, para roya
y Verticillium sp.. el cual fue sometido a andlisis de
varanza mediante contrastes ortogonales.

La variable porcentaje de geminacién de
uredosporas de roya en presencia y/o en ausencia
de Verticillium sp. se analizé mediante una pruebade
t de Student, con el fin de evaluar el efecto de
Verticillium sp. sobre la germinacién de las royas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluaciéon de Verticillium sp. como
hiperpardsito de H. vastatrix. El andlisis de varianza
mediante la técnica de contrastes ortogonales para
las variables incidencia de roya (NHR/NHT)*100, e
incidencia de Verticillium (NHRV/NHR)*100, demostro
que para ambas variables no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos en estudio. Sin
embargo, el andlisis de varianza para el pardmetro
drea debajo de la curva, demostré que no hay
diferencias entre los tratamientos para la variable
incidencia de roya, pero sl para incidencia de
Verticillium sp. Es decir, que la roya se comporté del
mismo modo para todos los tratamientos. Aungue
para los dos aislamientos y las dos concentraciones,
la tendencia de la roya fue descendente a partir del
primer momento de muestreo. No asi para el
tratamiento testigo, el cual presenté tendencia
ascendente, aungue los valores de incidencia no
fueron los mayores (Fig. 1).

Durante el experimento los valores de
incidencia menores se observaron en ambos
aislamientos en la concentracién 105 esporas/ml. En
cambio el aislamiento procedente de El Coyolar en
la concentracién 2.5 * 105, presenta la mayor
incldencia de la enfermedad.

Alanalizar el drea debajodela curva parala
incidencia de Verticillium sp., los dos aislamientos
difiieron significativamente (P=0.03), ademds todos
lostratamientos difieren significativamente del testigo
(P=0.0001). Sin embargo nose encontrarondiferencias
significativas entre las concentraciones dentro de
cada aislamiento (Cuadro 1).

Entre los valores promedios de drea debajo
de la curva de incidencia de Verficillium sp. para
cada tratamiento, se observé que ambas
concentraciones del aislamiento procedente de El
Coyolar, acumulan los mayores valores (Cuadro 2).
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Fig. 1. Incidencia de la roya delcafeto sometida a la actividad hiperparasitica de
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Verticilium sp., en condiciones de invemadero.

CUADRO 1. Resultados de anflisis de variaunza
&rea debajo de la curva de incidencia de Verticillium

Bp.

30 Sept

para el parémetro

GL S de C C M Valor F Valor P

Coyolar va Crucero 1 32.85 32.85 4.79 0.003
Coyolar, Crucero
ve Testlgo
Coyolar 10° vs
Coyolar 2.5+105 1
Crucero 105 vs
Crucero 2.5+10% 1 1.74
Error 308.45

Total 701.4

1 3316.83 336.83 49.14 0.0001

21.53 21.53 3.14 0.08

.74 0. .61

.85

25 ]

o
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RI= 0.56 C.V.= 50

Cuando se analizé incidencia de roya como
NHRV/NHR, encontramosalto nivel de hiperparasitismo
paralos aislamientosy concentracionesde Verticillium
sp.. Durante los primeros 10 dias se observé el
incremento de la incidenciaq, hasta alcanzar valores
desde 50% hasta 80% durante el tercer muestreo.
Pasado éste periodo la incidencia del hongo tiende
a decaer.

Elcomportamiento del hiperparasitismo para
los diferentes tratamientos, se muestra en la Fig. 2,
donde ademds se observa que la Incidencla de
Verticillium sp. en el tratamiento testigo esapenasde
0.1% en el Ultimo muestreo.

Los mayores numeros de pdustulas
hiperparasitadas, aparecen alos 15y 20 dias después
dela aplicacién de Verficillium. En generalelnimero
promedio de pustulas fue bajo, sobre todo alfinal del
estudio, lo cualse debe a quelashojasmasafectadas
porlaroya tienden a caerde laplanta. Porotrolado,
la incidencia de Verticillium que aparece al final del
muestreo, se debe probablemente a contaminacion
delosdemastratamientos, y no a efectodelamblente
(Cuadro 3).

Cuando se calculéincidencia de Verticillium
como NPV/NP, los mayores valores siempre se
observaron para el aislamiento de El Coyolar, en la



CUADRO 2. Valores promedio para el pardmetro &rea debajo de

la curva de Verticillium sp.
tratamientos.

para los diferentes

TRATAMIENTOS PROMEDIOS DESVIACION ESTANDAR
Coyolar 103 6.75 2.68
Coyolar 2.5*10° 5.06 7.B5
Crucero 105 4.92 2.67
Cruecero 2.5*10% 3.66 1.5
Testigo 0.02 0.06

concentracion 105 esporas/ml. Entrelostratamientos,
el aislamiento procedente de El Crucero a
concentracién de 2.5*105 presenté menores valores
de drea debajo de la curva de progreso, ademdasla
incidencia para éste tratamiento, comenzé adecaer
a partir del tercer muestreo. Para todos los
tratamientos, la tendencia slempre fue ascendente,
contrario a cuando analizamos incidencia como
NHRV/NHR, donde la Incidencia tiende a decaer
paratodoslostratamientos a partirdel tercermuestreo

(Fig. 3).

Este comportamiento puede deberse a que
el numero de pustulas con Verticiliium en las hojas
hiperparasitadas aumenta, en cambio el ndmero
total de pustulas disminuye en la medida en que las
hojas mas afectadas con roya caen de la planta.

El andlisis de varianza para Incldencia de
Verticillium sp. a nivel de pustula arrojé resultados
similares a los de nivel de planta.

Los valores altos de incidencia, tanto a nivel
de hoja como en pustula, reflejan la eficiencia del
hiperpardsito para establecerse sobre las pustulas de
roya. Esta capacidad de Verticillium para
hiperparasitar las pustulas es una propiedad
importante, dado que el efecto de Verficillium sp.

INCIDENCIA (%)
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sobre la enfermedad se basa principoimente en la
reduccién delindculo paralos ciclos epiderniologicos
subsiguientes.

Losresultados de este experimento coinciden
con Vélez (1989), quien al aplicar cultivo licuado
(micello y conidias) de V. Jecanii sobre lesiones
establecidas de H. vastatrix, observé cubrimiento e
invasién dela pustula porelmicelio blancodelhongo
conlasubsecuente pérdida de ésta. Elhongo origina
una depresiéon central enlapustula, la cualse acentia
con el tiempo.

El hecho de encontrar diferencias entre los
tratamientos cuando se andliza el parametro drea
debajo de la curva, y no al anadlizar incidencia para
la misma variable, sefala que el parametro drea
debajo de la curva indica mejor el desarrollo de la
epidemia de la enfermedad, lo mismo que el
desarrollo del hiperparasitismo de Verficillium sobrela
roya.

Shaner y Finney (1977), Hernandez (1984 vy
1986), citados por Hernandez y Montoya (1987),
plantean que ademds de la tasa de infeccién, el
drea debajo de la curva de progreso de la
enfermedad es un pardmetro generaimente usado
en epidemiologia comparativa.
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Verticilium sp.sobre pustukas de roya delcafeto en condiciones

de invemadero.
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Fig. 3. Incidencia de Verticiliurm sp. sobre roya, a nivel de pustula en condiciones
de invernafero,



CUADRO 3. Nimero promedios/planta de ptistulas de roya Yy
pistulas hiperparasitadas para los diferentes tratamientos.
FECHAS DE MUESTREO
SETIEMBRE

TRATAMIENTOS io 15 20 25 30

NP NPV HP NPV NP WPV NP NPV NP NFV
Coyolar 105 19 0 21 1 21 % P17 12 8
Coyolar 2.5+105 34 0 28 1 37 =3 16 6 1=
Crucero 10% 25 0 24 1 =53 15 8 12 7
Crucero 2.5+10% 23 0 20 2 Tk 16 6 14 4
Testigo I ] 12 0 11 0 11 0 11 0.1

NP = Namero promedio de pustulas de roya.
NPV= Nimero promedio de ptstulas hiperparasitadas.

A ésterespecto Herndndezy Montoya (1987),
al evaluar el desarrollo de la epldemia de la roya del
cafeto a diferentes altitudes, plantean que latasade
infeccién es un pardmetro comunmente usado por
los investigadores en el andlisls cuantitativo de
epidemias, sin embargo encuentra limitaciones
cuando la cantidad Iniclal de Indculo difiere
significativamente entre tratamientos. En tal caso se
procede a calcular el pardmetro drea debajo de la
curva de progreso de la enfermedad.

Efecto de Verticilllumsp.sobre la germinacion
de uredosporas de H. vastatrix. La comparacién de
medias para el porcentaje de germinacién de
uredosporas redlizada a través de la prueba t de
Student, demuestra que el porcentaje de germinacién
essignificativamente menor (prob>t=0.0001) cuando
se aplica Verticillium sp. sobre las uredosporas de la
roya (Fig. 4).

El porcentaje promedio de germinacion fue
de 15% al aplicar Verticillium sp. y 75% cuando no se
aplicé. Portanto se puede afirmar que Verticillium sp.
inhibe la geminacién de uredosporas de roya, ya
que las esporas afectadas no desarrollaron tubos
germinativos.

A éste respecto otros autores han evaluado
el efecto de Verticillium sp. sobre la germinacién de
uredosporas de H. vastatrix. Leguizamon y Vélez
(1988), observaron que el crecimiento micelial de 15
diasdelhiperpardsito de laroya delcafeto (Verticillium
lecanii) en cultivo liquido de papa-dextrosa,
centrifugado vy filtrado a través de una membrana
estéril, afecta la germinacién de uredosporas de H.
vastatrix, sus periodos de incubacioén y latencia y la
tasa de infeccién. :

Eskes et al. (1987) observaron que filtrados de
maceracién del micello y esporas de V. lecanll y V.
leptobactruminhibieron parciaimentela germinacion
de las uredosporas de H. vastatrix.

Una especie de Verticillium inhibié el
crecimiento de esporas de H. vastatrix, pormedio
desecreciones extracelularesenmediode agua.
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Esporas de H. vastatrix fueron suspendidas en
agua destilada e incubadas con un indculo de
Verticillium sp. Elhiperparésito se desarrolld muy
bien sobre las esporas de la roya durante los dos
primeros dias, después de dos semanas se
encontraron pocas esporas de H. vastatrix
capaces de observar al colorante azul de
lactofenol. En algunos casos parece que las
paredesde lasuredosporasno fueron afectadas
(Lealy Villanueva 1962).

Lim y Nik (1983), reportan que el
micopardsito V. psalliotae se desarrollé bien entre
lasrugosidades de lasuperficie de lasuredosporas
de roya, ademds crecié dentro de las
uredosporas vivas de roya, y las esporas
infectadas eventualmente perdieron su
citoplasma, exceptuando cuerpos grasos, Y se
volvieron no viables. Ademds se observé que no
hubo penetracién de tubos germinales de H.
vastatrix o de micelio.

Vélez((1989) observd que crecimiento
micelial de V. lecanii cultivado en medio de
Papa-Dextrosa-Agar afectan la lesion y la
germinacién de uredosporas de H. vastatrix.

Como se ha observado de acuerdo con
estos resultados la actividad de Verticillium sp. sobre
la roya del cafeto radica en su efecto comoinhibidor
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Rg. 4. Efecto de Verticilium sp. sobre la germinacion de uredosporas de H.
vastatrix.



de la germinacién de las uredosporas, y en el poder
que tiene de hiperparasitar pustulas de roya
establecidas.

Contrarlo alo observado en elcampo, donde
la incidencia del hiperpardsito fue estable en el
tlempo, eninvernaderolaincidenciadel hiperparasito
aumentoé durante los primeros 10 dias. Esto se explica,
por las limitaclones ambientales que se presentaron
durante el estudio. En cambio en el invernadero se
presentaron menos factores limitantes para el
desarrollo del hiperpardésito.

La actividad hiperparasitica de Verticillium
sp. sobre la roya del cafeto, resulta en una reduccién
de inéculo para los ciclos posteriores. Es decir, que
una alta incildencia de Vertficillium sp. en un ciclo,
causa una menor disponibilidad de inéculo de roya
para el ciclo subsiguiente. Estose debe alacapacidad
que tiene Verticillium sp. para Inhibir la germinacion
de las esporas de la roya, y afectar su viabilidad al
causar la ruptura y pérdida del citoplasma de las
esporas.

CONCLUSIONES

Se observé un hiperparasitismo efectivo, al
aplicarVerticilium sp. en condicionesdeinvernadero
sobre pustulas esporulantes de roya. En algunos
casos la incidencla alcanzd hasta 80%.

Verticilium sp. afecté la germinacién de
uredosporas de roya en condiciones de laboratorio,
inhibiendo en un 80% el desarrollo de tubos
germinativos. -

Verticilliumsp. se puede obteneren elcampo
y se puede producir artificialmente, lo cual facilitaria
estudios posteriores de campo.
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RECOMENDACIONES

- Evaluar diferentes concentraciones de Verficillilum
sp. paraselecclonarlosde mejorcomportamiento
como hiperpardsitos, con mayores niveles de
enfermedad que los encontrados en el presente
experimento.

- La busqueda de cepas de Verlicillium sp. con alto
valor como agente de control de la roya del
cafeto, debe basarse en las buenas propiedades
del hongo, porsu alta capacidad hiperparasitica,
adaptabilidad y amblente, asi como el valioso
efecto que éste tiene sobre la geminacién de las
uredosporas.
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