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RESUMEN

HINCAPIE R., D.; LEGUIZAMÓN C., J.E.  Efecto del Verticillium chlamydosporium  en el control de
Meloidogyne spp.  en almácigos de café, var. Caturra. Cenicafé 50(4): 286-298. 1999

Se evaluó el control de Meloidogyne spp. en almácigos de café (Coffea arabica) var. Caturra por Verticillium
chlamydosporium, en cuatro etapas: En la primera se midió la patogenicidad in vitro de los aislamientos Vc
25, Vc 72 y Vc 78 sobre huevos de Meloidogyne spp., según Cardona, 1995. No se encontraron  diferencias
(P<0,05) entre aislamientos (parasitismo superior al 70%). En la segunda se determinó la DL50 sobre 2500
huevos de Meloidogyne spp. (Giraldo, 1996). Las dosis causaron patogenicidad superior al 50%. Vc 78 mostró
mayores porcentajes de parasitismo en las dos primeras etapas y en la tercera se evaluó en almácigo el control
de dosis diferentes sobre Meloidogyne spp., frente a un nematicida químico y un testigo no tratado. 130 días
después del trasplante se obtuvo control y hubo diferencias significativas (P>0,05) con el testigo no tratado; los
porcentajes de control fueron iguales al químico. En la cuarta etapa se midió la persistencia de Vc 78 mediante
la metodología UFC/g y la  patogenicidad de Vc 78 a los 0,  45,  90 y 130 días después de la inoculación. El
hongo permaneció en el almácigo durante el experimento, y su patogenicidad sobre el nematodo no mostró
variación, con un promedio de 80% de parasitismo sobre huevos de Meloidogyne spp. Vc 78 controló
Meloidogyne spp. en  almácigos.

Palabras claves: Control biológico, hongos, parasitismo, nematodos, patógenos del café, var. Caturra,
almácigos.
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ABSTRACT

Control of Meloidogyne spp. with Verticillium chlamydosporium in coffee nurseries was evaluated in four
stages: In the first stage, pathogenicity in vitro of isolates Vc25, Vc72, and Vc78 on Meloidogyne spp. eggs was
determined according to Cardona (1995).  There were no differences (P<0,05) among isolates (parasitism
above 70%).  In the second stage, LD50 on 2500 Meloidogyne spp. eggs was determined (Giraldo, 1996).  The
doses caused pathogenicity above 50%.  Isolate Vc78 showed higher percentages of parasitism in the first two
stages.  In the third stage, control of Meloidogyne was evaluated in nurseries, as compared to a chemical
nematicide. One hundred and thirty days after transplant there were significant differences (P>0.05) with the
control treatment and biocontrol percentages were similar to those obtained with the chemical nematicide.  In
the fourth stage, persistence of Vc78 was evaluated by CFU/g of soil and pathogenicity was evaluated 0, 45,
90, and 130 days after inoculation.  The fungus remained in the soil during the experiment, and its pathogenicity
did not show any variation, with an average 80% parasitism on Meloidogyne spp. eggs, where Vc78 gave the
highest control.

Keywords: Biological control, fungi, parasitism, nematodes, coffee pathogens, Caturra variety, nurseries.
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El nematodo del nudo radical Meloidogyne
spp. es  uno de los patógenos más estudiados en
el mundo en virtud a su amplia distribución
geográfica, variedad de hospedantes y diversi-
dad de especies (10, 11, 13, 26).

De  las  trece  especies registradas  en  café,
M. incognita, M. coffeicola  y  M. javanica,  son
las de mayor agresividad por el tipo de daño que
ocasionan (11),  y dos  de ellas, se han encontra-
do en la zona cafetera colombiana (6, 20).

La importancia económica del patosistema
Meloidogyne - café  radica en la disminución de
la producción;  Barriga (8), registró perdidas de
US$ 800 millones/año y Leguizamón  (23), en
investigaciones realizadas durante un período
de  cuatro cosechas concluyó cómo por cada 1%
de infección radical por nematodos del género
Meloidogyne en plántulas de café de la variedad
Caturra sembradas en el campo, se reduce la
producción en 78g de café cereza por planta.

Los estudios realizados en café han demos-
trado que los nematicidas de acción sistémica
no son absorbidos ni transportados por un sis-
tema radical severamente dañado por el
nematodo, y que los productos de acción de
contacto, reducen sólo provisionalmente las
poblaciones existentes las cuales, en la mayoría
de los casos, vuelven a sus niveles iniciales
haciéndose necesario aplicar de nuevo el pro-
ducto (5, 19).

El  sistema radical de la planta de café en la
etapa de almácigo es susceptible a la infección
por nematodos y en cortos períodos de tiempo
(tres o cuatro meses), la infección genera grados
de  daño irreversibles que se incrementan en el
campo, con atrofia de la raíz pivotante y cuello.
Estos, reducen además la población de raíces
secundarias y absorbentes (23). Ensayos de
campo han demostrado que los cafetales con
síntomas severos de daño por  Meloidogyne no
responden a la aplicación de  nematicidas (22).
Al respecto Arango (2), explica como es prefe-

rible el tratamiento nematicida preventivo, ya
que su acción curativa dependerá del área de la
raíz infectada y de la especie del nematodo;
cuando éste se establece en los tejidos radicales
altera los vasos del  xilema de manera irrever-
sible.

Resultados obtenidos  en investigaciones
recientes indican que la medida de control más
recomendable es la de producir plántulas sanas,
ya que el inóculo natural del nematodo presente
en el suelo no afectará la productividad final del
cultivo (14, 16, 22).

Sayre (32), sugiere que en las alternativas de
control estudiadas se involucre todo el entorno
donde el nematodo se desarrolla, buscando con-
formar una propuesta de manejo que integre al
nematodo con el ambiente y sus hospedantes.

En los últimos años se  han incrementado las
investigaciones  para determinar el potencial  de
los agentes de control biológico de nematodos,
especialmente con el hongo endoparásito
Verticillium  chlamydosporium (Vc),  el cual ha
sido asociado con el control natural de
Heterodera avenae en cultivos de cereales en
Europa (17). También, se ha registrado como
un parásito de huevos y hembras de M. arenaria
(28). Este hongo tiene un gran potencial como
controlador por la producción de
dictioclamidiosporas (estructuras de resisten-
cia); lo cual permite una fácil manipulación,
almacenamiento y una mayor supervivencia en
el suelo (18, 24, 31).

En la etapa de almácigo del café, período en
el cual se presenta la mayor susceptibilidad de
las variedades atacadas por el nematodo de
nudo radical Meloidogyne spp, es el momento
propicio para tomar las medidas de manejo
integrado, con el propósito de obtener  plántulas
sanas y vigorosas (14, 22).

Por lo anteriormente expuesto, en esta in-
vestigación  se evalúo in vitro, la patogenicidad
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de V.c sobre huevos de Meloidogyne spp.; se
estudio la DL50 de los aislamientos V.c.25,
V.c.72 y  V.c.78, el efecto de diferentes dosis de
V.c.78 en el control de Meloidogyne  spp. en
almácigos de café, y finalmente, se determinó la
viabilidad y persistencia del hongo en el suelo.

MATERIALES Y MÉTODOS

La investigación se realizó en los laborato-
rios de Biología del Centro Nacional de Inves-
tigaciones de Café, Cenicafé, con temperatura
promedio ambiente registrada de      21,5°C  y
humedad promedio relativa de 79,5%. La etapa
de almácigo se llevó a cabo en una casa de
mallas construida para tal efecto, con una tem-
peratura promedio ambiente registrada de
21,4°C  y humedad relativa  promedio de 79,4%.

Los procedimientos seguidos en la realiza-
ción de cada una de las etapas de la investiga-
ción  fueron los siguientes:

Producción  del inóculo del nematodo. El
inóculo se incremento en raíces de tomate
Lycopersicum sculentum  variedad Rutgers,
sembrado en un suelo de la Unidad Chinchiná,
esterilizado en autoclave a 15PSI. y 121°C,
durante 30 minutos. A los 25 días de sembradas
las plántulas se inocularon con 1g de raíces de
tomate afectadas por Meloidogyne, y obtenidas
de raíces de café colectadas en la Finca "La
Bamba" (Vereda la Estrella, Santa Rosa de
Cabal, Risaralda). Después de 65 días de  la
inoculación,  las raíces  presentaron daño seve-
ro, con un alto porcentaje de nudosidades y
abundantes masas de huevos, condiciones ópti-
mas para obtener de ellas los huevos de
Meloidogyne spp.,  necesarios en los diferentes
experimentos.

 PRIMERA ETAPA.  Pruebas de patogenici-
dad  in vitro sobre huevos de Meloidogyne
spp. Las pruebas  de patogenicidad  se  realiza-

ron  con los tres aislamientos Vc 25, Vc 72 y    Vc
78 de V. chlamydosporium. Los aislamientos se
incrementaron en  arroz según metodología
descrita por Antia (1), y a cada uno de ellos  se
le determinó la concentración de esporas por
mililitro, y se  ajustó a una concentración de 5
x 107 esporas/ml.

Para la extracción de los huevos de
Meloidogyne spp. se siguió la metodología des-
crita por Hussey y Barker,  citada por Barker (7),
en la cual se toman raíces de plantas de tomate
infectadas, se lavan con agua corriente y se
cortan en trozos de 1 a 2cm. Luego se  sumergen
en una solución de hipoclorito de sodio al 0,5%,
el cual actúa como agente extractor. Posterior-
mente se agitan  durante 5 minutos y  se  pasan
por mallas de 200 y 500 mesh, donde quedan
retenidos los huevos, los cuales se lavan con
abundante agua destilada para eliminar los
residuos de hipoclorito. Se hizo el recuento de
los huevos recolectados en ADE, con la ayuda
de una cámara de recuento de 1ml de capacidad
y las observaciones se realizaron en  microsco-
pio óptico con objetivo 10x, ajustando la sus-
pensión hasta obtener una concentración a
200huevos/ml. Las suspensiones se dejaron  en
agitación magnética constante hasta su uso.

Posteriormente en  cajas de Petri se pusieron
en contacto 3ml de la suspensión de esporas  con
1ml de la suspensión de huevos. Los huevos y el
hongo se incubaron a temperatura ambiente
durante 7 días, después de los cuales, se evaluó
la patogenicidad del hongo adicionando 15
gotas de azul de lactofenol al 1% a cada caja  y
observando al microscopio invertido con los
objetivos 10 y  25X. Se realizó el recuento de los
huevos que no presentaban signos de parasitis-
mo (12).

Este experimento se realizó utilizando un
diseño de clasificación simple, con cuatro trata-
mientos y 20 repeticiones por tratamiento. La
unidad experimental la constituyó la caja de
Petri con la suspensión de esporas y huevos. La
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variable evaluada fue el número de huevos
sanos encontrados. La diferencia entre los hue-
vos sanos encontrados y los inoculados determi-
nó el grado de parasitismo efectuado por el
hongo. Se calculó la mortalidad para cada uno
de los tratamientos aplicando la siguiente for-
mula:

esterilizado y se determinó así su patogenicidad
in vivo. De esta manera se seleccionó el mejor
aislamiento para ser evaluado en almácigo.

Como sustrato del ensayo se empleó suelo de
la unidad Chinchiná esterilizado en autoclave
durante 30 minutos a 15PSI  y 121ºC, a razón de
150g de  suelo contenido en  vasos de icopor de
300g de capacidad.

Los tres aislamientos,  Vc 25, Vc 72 y Vc 78
del hongo se  cultivaron en  sustrato de arroz a
partir de un cultivo puro y activo del mismo, el
cual se obtuvo colocando en contacto una sus-
pensión de esporas del  hongo con huevos de
Meloidogyne. Posteriormente los huevos
parasitados se  sembraron en el medio papa-
dextrosa-agar (PDA) y también las colonias
obtenidas  puras y activas. Después de 30 días de
inoculado el arroz se efectuó el recuento de
esporas en cada uno de los aislamientos, para
determinar su concentración por gramo. Se
determinó una concentración de 3,9 x 108 espo-
ras/g para el aislamiento Vc 25, 1,8 x 108

esporas/g  para el aislamiento Vc 72 y 4,8 x 108

esporas/g para el aislamiento Vc 78. Se emplea-
ron las dosis descritas en la Tabla 1.

Las dosis propuestas del hongo se mezcla-
ron con 150g de suelo en vasos de icopor. El
suelo se humedeció con agua destilada estéril
(ADE)  y  los vasos se llevaron  a un cuarto a

donde:

HNP= Huevos no parasitados

Con los valores obtenidos se estimaron los
porcentajes de parasitismo para cada aislamien-
to. Posteriormente se realizó un análisis de
varianza y una  prueba de Tukey al 5%.

SEGUNDA ETAPA: Estimación de la DL50
de Verticillium chlamydosporium,  aislamien-
tos   Vc 25, Vc 72 y  Vc 78  sobre huevos de
Meloidogyne spp. En esta etapa se evalúo la
mortalidad causada por los aislamientos de V.
chlamydosporium multiplicados en sustrato de
arroz, en dosis crecientes, sobre una cantidad
constante de huevos del nematodo, en un suelo

                    N°  de HNP en el testigo  - N° de HNP
                en el tratamiento

Mortalidad
corregida ______________________________________  x 100

          N° de HNP en el testigo           <<1>>

TABLA 1. Dosis en gramos de arroz colonizado por 150g  de suelo de los aislamientos Vc 25, Vc 72 y Vc 78 de Verticillium
chlamydosporium,  para el control de Meloidogyne spp.

Tratamiento g de Vc 25/150g de suelo g de Vc 72/150g de suelo g de Vc 78/150g de suelo

6                             0                             0                             0
1                             2                             2                             2
2                             4                             4                             4
3                             8                             8                             8
4                           16                           16                           16
5                           32                           32                           32

Vc 25  concentración de 3,9 x 108  esporas/g de arroz.
Vc 72  concentración de 1,8 x 108  esporas/g de arroz.
Vc 78  concentración de 4,8 x 108  esporas/g de arroz.



290 Cenicafé, 50(4): 286-298. 1999

temperatura ambiente (21,5ºC), durante 4 días.
Después de este período se inocularon  todos los
tratamientos con 2500 huevos de Meloidogyne
spp., depositando 5ml de la suspensión  que los
contenía,  en un orificio efectuado en el centro
y el fondo de cada vaso (15).

En esta etapa se empleó un diseño experi-
mental completamente al azar para cada uno de
los tres aislamientos, con seis tratamientos y 10
repeticiones por tratamiento. La unidad experi-
mental fue el vaso con 150g  de suelo y la
variable  evaluada, la mortalidad causada por
las diferentes dosis de cada uno de los aisla-
mientos del hongo. Los estados juveniles    (J2)
recuperados mediante la extracción determina-
ron el grado de parasitismo del hongo sobre los
huevos de Meloidogyne spp.

El porcentaje de mortalidad causado por el
hongo en los diferentes tratamientos se calculó
en relación con  los juveniles presentes en el
testigo y los datos obtenidos se corrigieron por
la fórmula de Schneider-Orelli (9), la cual
corrige los valores según la mortalidad del
testigo.

b – k
Mortalidad corregida =  _________

100 - k    <<2>>

donde:

b = % Individuos muertos tratamiento.
K = % individuos muertos, sin tratamiento

(testigo).

La evaluación de la DL50 se realizó a los 10
días de ser inoculados los nematodos, tomando
el contenido de cada vaso por tratamiento y para
cada uno de los aislamientos y procesándolo de
acuerdo a la metodología del tamiz plástico-
papel facial doble modificada por Baeza y
Leguizamón  (4), a partir  del método del Filtro
de algodón de Oostenbrink.

En esta metodología es necesaria la movili-
dad de las formas activas para su extracción, lo
cual se utilizó como criterio de selección, ya que
permite determinar el parasitismo del hongo en
los huevos del nematodo. Esta consiste en pasar
los 150g de suelo  contenido en cada vaso por un
tamiz de cocina a un recipiente plástico A, de 2L
de capacidad, utilizando un chorro de agua a
presión hasta completar 1,5L, el contenido del
recipiente se agitó 20 segundos y posteriormen-
te se dejó decantar 10 segundos. El sobrenadante
se pasó a través de un tamiz de 44 micras a otro
recipiente B. Este proceso se repitió tres veces,
llevando previamente el contenido de B a A, sin
adicionar agua. A un plato plástico se le adicio-
naron 250ml de agua y sobre éste se colocó un
tamiz plástico cubierto con papel facial doble,
donde se depositó a través de un pequeño chorro
de agua la totalidad del material acumulado en
el tamiz de 44 micras. Cuatro días más tarde la
suspensión del plato plástico se depositó en un
recipiente y se aforó el volumen a 80ml. La
suspensión se homogeneizó  en el momento
de su uso con la ayuda de un agitador magné-
tico.

De cada suspensión  se tomaron dos mues-
tras de 1ml  para el recuento de las formas
activas; los J2 se cuantificaron  con la ayuda de
una cámara para el recuento de nematodos  y las
observaciones se realizaron en  microscopio
óptico con objetivo 10x.

TERCERA ETAPA: Evaluación de diferen-
tes dosis de inóculo  del aislamiento V.c.78  en
almácigo  de  café variedad Caturra para  el
control de  Meloidogyne spp. En esta etapa se
evaluó el control que ejerció el aislamiento Vc
78 de V. chlamydosporium sobre Meloidogyne
spp. en condiciones de almácigo, en diferentes
dosis. El control efectuado se comparó con el de
un nematicida comercial aplicado en dosis reco-
mendada para café (5). Las dosis se  selecciona-
ron  con base en  los valores obtenidos  para la
DL50 en la etapa dos y  se describen en la Tabla
2.
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Como sustrato del ensayo se empleó suelo de
la unidad Chinchiná esterilizado en   autoclave
durante 1 hora, a 120ºC y 15PSI y una hora más
al día siguiente, bajo iguales condiciones. Con
el suelo estéril se llenaron materas de 1700g de
capacidad. En cada matera se sembró una
chapola de café variedad Caturra, y antes de
cubrir la chapola con  el suelo, alrededor de ésta,
se depositó la cantidad de inóculo del hongo de
acuerdo con el  tratamiento. Después de 15 días
de trasplantadas las chapolas, se inóculo  el
suelo con  huevos de Meloidogyne spp. hacien-
do cinco orificios en el suelo alrededor de ella y
depositando  un mililitro de una suspensión  que
contenía 500 huevos/ml de huevos en  cada uno
de ellos, para un total de 2500 huevos por
matera. Diez días después de la inoculación de
los nematodos se aplicó el tratamiento químico
carbofuran ( Furadan 3G MR) en dosis de  un
gramo  de producto comercial por matera (5).

Las plantas se humedecieron diariamente y
se fertilizaron con DAP, 2g/planta a los tres
meses y con úrea a razón de 10g/litro en aplica-
ción foliar, tres veces a partir del tercer mes cada
15 días, según  prácticas de manejo de almácigos
de café.

En esta etapa se empleó un diseño comple-
tamente al azar con seis tratamientos y 20
repeticiones por tratamiento. La unidad experi-
mental la conformó una planta de café sembra-
da en  una matera de 1700g de capacidad.  Las

variables evaluadas fueron: el grado de infec-
ción y el peso seco de raíces.

La infección de las raíces ocasionada por el
nematodo se calificó 130 días después del
transplante de las chapolas, utilizando la escala
de calificación propuesta por la Universidad de
Carolina del Norte (Estados Unidos) del pro-
yecto internacional de Meloidogyne (30) y mo-
dificada por Leguizamón para café (21), (Tabla
3). Posteriormente se obtuvo el peso seco de las
raíces.

Los  datos obtenidos en la calificación se
procesaron mediante un análisis de varianza
unifactorial por rangos de Kruskal-Wallis, prue-
ba descrita por Siegel y Castellán (33), en
estadística no paramétrica. Los tratamientos se
compararon mediante la ecuación 3, que ejecuta
la prueba de comparación múltiple:

R
y
 -  R

v
   a/k (k-1)    N (N+1)     1  + 1

            12          n
u
  n

v

<<3>>

donde:

N = Número total de observaciones entre
todos los tratamientos.

n
u
 = Número de observaciones para el tra-

tamiento u.
n

v
 = Número de observaciones para el tra-

tamiento v.
R

y
 -  R

v
 = Diferencias  de la media de los  ran-

gos  de los tratamientos a comparar.
Z= Valor de la abcisa de la distribución

normal sobre el cual se ubica el por-
centaje.

a = Número de comparaciones posibles
entre los tratamientos

Los valores obtenidos para el peso seco de
raíces se procesaron mediante un análisis de
varianza y la prueba de Tukey al 5%.

TABLA 2. Dosis en gramos de arroz colonizado del de
Verticillium chlamydosporium (Vc 78) por 1700g de suelo,
empleadas para el control de Meloidogyne spp. en almácigo
de café variedad Caturra.

Tratamiento g de Vc 78/1700g de suelo

1                    12
2                      6,0
3                     3,0
4                      1,5
5                         0
6               Testigo químico
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CUARTA ETAPA: Persistencia de
Verticillium  chlamydosporium  aislamiento
78,  en el suelo y evaluación de su patogenici-
dad a través del tiempo. En esta etapa se
determinó la capacidad de establecimiento en
suelo del aislamiento Vc 78, bajo condiciones de
almácigo. Los valores de las UFC/g recuperadas
en los diferentes tiempos de evaluación se ana-
lizaron mediante un modelo de regresión lineal
simple, y se comparó la patogenicidad de los
aislamientos recuperados a través del tiempo
mediante análisis de varianza y prueba de  Tukey
al 5%.

Cuantificación de  Verticillium   chlamydosporium
aislamiento 78 por gramo de suelo. Con el fin
de realizar el recuento de unidades formadoras
de colonias se tomó una muestra de 500g de
suelo de una planta elegida al azar del trata-
miento uno (12g de arroz colonizado por Vc 78/
1700g de suelo ) en el momento de la inocula-
ción  del hongo al almácigo (tiempo 0); de esta
muestra se tomaron cinco submuestras de 50g y
se prepararon diluciones  seriadas en ADE hasta
la dilución 104, de la cual se sembraron 10 cajas
en medio PDA,  por el método de siembra en

TABLA  3.  Escala de calificación  para la infección de Meloidogyne, modificada para café por Leguizamón (22).

Grado Descripción del daño

Grado 1 Ausencia de daño.

Grado 2 Con una nudosidad y hasta el 10% de las raíces laterales afectadas.  Sin daño en cuello o raíz
pivotante.

Grado 3 Entre el 11 y el  25% de las raíces laterales con nudosidades. Cuello y raíz pivotante sin daño.

Grado 4 Entre el 26 y el 50% de las raíces laterales con nudosidades. Ataque en la raíz pivotante, cuello sin daño,
presencia ocasional de masas de huevos.

Grado 5 Entre el 51 y 75% de las raíces laterales con nudosidades.  Ataque en la raíz pivotante, menos del 50% del
perímetro del cuello afectado, presencia de masas de huevos externas.

Grado 6 Más del 76% de las raíces laterales con nudosidades.  Ataque en la raíz pivotante, más del 50% del perímetro
del cuello afectado (tejido suberizado), presencia de masas de huevos externas.

superficie.  Las cajas se incubaron a 25 ºC, en
oscuridad, durante 15 días. Después de este
tiempo se efectuó el recuento de las UFC  de V.
chlamydosporium  en cada caja y se estimó el
número de éstas por gramo de suelo. Este pro-
cedimiento se repitió en todos los tiempos de
evaluación.

Evaluación de la patogenicidad de
Verticillium chlamydosporium, aislamiento
78, en los tiempos: 0, 45 y 90 días después de
inoculado al suelo. Se purificaron e
incrementaron en arroz cinco aislamientos de
Vc 78, de los recuperados en la evaluación de la
persistencia del hongo en el suelo en  cada
tiempo de evaluación. Después de 30 días se
determinó para cada aislamiento la concentra-
ción de esporas por mililitro y se ajustó a una
concentración de 5 x 107 esporas/ml. Los hue-
vos de Meloidogyne  spp. se obtuvieron según la
metodología de Hussey y Barker citado por
giraldo et al. (16), ajustando la suspensión hasta
obtener una concentración de 200 huevos/ml de
agua destilada estéril (ADE). Se empleó el
mismo procedimiento descrito para las pruebas
de patogenicidad in vitro.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Pruebas de patogenicidad  in vitro  sobre
huevos de Meloidogyne spp. El análisis de
varianza para la variable huevos de Meloidogyne
spp. recuperados detectó diferencias estadísti-
cas significativas ( P > 0,05 )  entre el aislamien-
to Vc 78 y los aislamientos Vc 25,  Vc 72  y el
testigo. Los aislamientos Vc 25, Vc 72 y Vc 78
redujeron significativamente el número de hue-
vos de Meloidogyne spp., resultando mayor la
reducción con el aislamiento Vc 78, tal como se
aprecia en la Tabla 4.

Se detectaron diferencias estadísticas signi-
ficativas (P > 0,05) (Tabla 5), con la variable
porcentaje de mortalidad, entre el aislamiento
Vc 78 y los aislamientos Vc 25, y Vc 72. El
aislamiento Vc 78 mostró mayor control sobre
Meloidogyne spp. Estos resultados   concuerdan
con los obtenidos en los trabajos realizados por
Leij y Kerry (24),  con diferentes aislamientos de
V. chlamydosporium,  donde  registra  marcadas
diferencias  entre ellos según el criterio de
patogenicidad. Sin embargo, es importante  te-
ner en cuenta  al seleccionar  un aislamiento por
patogenicidad in vitro, la opinión de otros auto-
res entre ellos Rodríguez-Kabana et al. (29),
quienes mencionaron cómo las pruebas in vitro

sólo sirven para preseleccionar aislamientos y
no para medir su nivel de competencia con otros
microorganismos del suelo, o para evaluar la
capacidad de colonización de  huevos en  con-
diciones naturales.

Con el fin seleccionar el aislamiento con
mayor potencial  y  evaluarlo en condiciones de
almácigo se realizaron pruebas de patogenici-
dad in vivo con los tres aislamientos, para
contar con otro criterio de selección, ya que los
porcentajes de mortalidad en las pruebas in
vitro fueron superiores al 60%.

Estimación de la DL50 de Verticillium
chlamydosporium sobre huevos de
Meloidogyne spp. En la Tabla 6 se observa
cómo a medida que se incrementó la dosis de
arroz colonizado por V.  chlamydosporium, en
cada uno de los aislamientos evaluados, se
redujo la población de estadios juveniles de
Meloidogyne spp. en el suelo.

Los  porcentajes de mortalidad obtenidos
para los aislamientos Vc 25, Vc 72 y Vc 78 no se
sometieron a análisis probit, ya que en  la
mayoría de  las dosis evaluadas los porcentajes
de mortalidad  fueron superiores al 50%, como
se aprecia en la Tabla 7.

TABLA 4 . Número de huevos de Meloidogyne spp.
observados después de  permanecer 7 días en contacto con una
suspensión acuosa de  5 x107 esporas/ml esporas de los
aislamientos Vc 25,   Vc 72 y Vc 78 de Verticillium
chlamydosporium.

Aislamiento N° de huevos de
Meloidogyne Spp.

Vc 25      31,3 b *
Vc 72    32, 4 b
Vc 78    24,9 c
Testigo (sin inocular)   105,8 a

* Letras iguales no difieren estadísticamente, según Tukey
al 5%.

Tratamientos corregidos con base en la población testigo.
Coeficiente de Variación experimental = 8,04%.

TABLA 5. Porcentaje (%) de mortalidad de huevos de
Meloidogyne spp. observado después de       permanecer 7 días
en contacto con una suspensión acuosa de 5 x107 esporas/ml
de los aislamiento Vc 25, Vc 72 y Vc 78 de Verticillium
chlamydosporium.

Aislamiento % de mortalidad de  huevos
de Meloidogyne spp.

Vc 25 70,41b*
Vc 72 69,37b
Vc 78 76,46c
Testigo (sin inocular) 00,0c

* Letras iguales no difieren estadísticamente, según Tukey
al 5%.

Tratamientos corregidos con base en la población testigo.
Coeficiente de Variación experimental = 9,47 %.
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Con base en  los resultados obtenidos en las
pruebas de patogenicidad in vivo e in vitro, se
seleccionó el aislamiento Vc 78  (1g/150g de
suelo) para evaluarlo en condiciones de almáci-
go. Se realizaron las conversiones para 1700g
de suelo y a partir de este valor, se  evaluaron
tres dosis menores.

La dosis evaluada en almácigo se encuentra
dentro de los rangos aceptados según Backman
y Rodríguez (3), quienes exponen cómo los
tratamientos con agentes de control biológico
que excedan a 200kg/ha tienen que ser evitados
por los inconvenientes costos de producción,
prácticas de almacenamiento y las técnicas de
aplicación; Kerry et al. (18),  mencionan cómo
los porcentajes de aplicación pueden ser reduci-
dos si los agentes de control proliferan después
de ser introducidos en el suelo, lo cual sería una
ventaja  de V. chlamydosporium.

Evaluación de diferentes dosis de inóculo del
aislamiento Vc 78 en almácigo de café para el
control de Meloidogyne spp. Grado de infec-
ción. En las pruebas de comparación múltiple
del análisis  de varianza unifactorial por rangos
de Kruskal-Wallis, se detectaron diferencias
estadísticas ( P > 0,05) entre el grupo de trata-
mientos 12g, 6g, 3g,  y 1,5g del hongo y el
tratamiento químico con el tratamiento testigo
inoculado con nematodos. No hubo diferencias
en el grado de infección entre las dosis aplica-
das, las cuales fueron estadísticamente iguales
al nematicida. Todas las dosis redujeron
significativamente el grado de infección radical
causado por el nematodo a las plantas de café
(Tabla 8).

La aplicación dirigida del inóculo del
nematodo alrededor de las raíces de las plántulas
de café fue una condición favorable para la

TABLA  7.   Porcentaje (%) de mortalidad corregida por el testigo de estadios juveniles de Meloidogyne spp, de suelo inoculado
con diferentes dosis de los aislamientos Vc 25, Vc 72 y Vc 78 de Verticillium chlamydosporium en sustrato de arroz.

Dosis % de Mortalidad % de Mortalidad % de Mortalidad
(g arroz colonizado) Vc 25 Vc 72 Vc 78

0 (Testigo) 0,0  0,0 0,0
2 30,30  68,26 80,63
4 64,35 74,17  86,92
16 87,52 91,17  93,52
32 87,75 97,47 94,72

TABLA 6. Promedio del número de estadios juveniles de Meloidogyne spp. extraídos de suelo  inoculado con diferentes dosis
de los aislamientos Vc 25, Vc 72 y Vc 78 de Verticillium chlamydosporium en sustrato de arroz.

Dosis A25 A72 A 78
(g arroz colonizado) J2/150 g suelo J2/150 g suelo J2/150 g suelo

0 800,6 1425,0 1583,0
2 558,0 452,2 306,5
4 285,4  368,0  210,2
8 275,5  239,0 207,0
16 99,9 125,8   102,5
32 98,0 36,0  83,5

Vc 25  concentración de 3,9 x 108  esporas / g de arroz,
Vc 72  concentración de 1,8 x 108  esporas / g de arroz,
Vc 78  concentración de 4,8 x 108  esporas / g de arroz.
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TABLA  8. Numero de plántulas de  café  variedad Caturra por grados de infección por Meloidogyne spp,  Después de 130 días
de ser inoculadas con diferentes dosis de Verticillium chlamydosporium  (Vc 78).

Tratamiento Número Grado Grado Grado Grado Grado Grado
Repetición   1 2 3 4 5 6

1 (12g) 20 19 - 1 - - -
2 (6g) 20 16 2 - 2 - -
3 (3g) 20 16 3 - 1 - -
4 (1,5g) 20   8 - - 9 2 1
5 (0g) 20 - - - - 3 17
Químico 20 16 - 2 2 - -

TABLA 9.   Peso  seco  promedio  de  las raíces de café var.
Caturra inoculadas con diferentes dosis de Verticillium
chlamydosporium  (Vc 78).

Tratamiento Número de Peso en
Repeticiones  gramos

1 (12g) 20 0,1710a*
2 (6g) 20 0,1745a
3 (3g) 20 0,1655a
4 (1,5g) 20 0,1550ab
5 (0g) 20 0,1270b
Químico 20 0, 1505ab

* Letras iguales no difieren estadísticamente según Tukey
al 5%.

Coeficiente de variación experimental = 20,42%

infección, y de mayor exigencia para que el
hongo realizara su control.

Las dosis superiores a 3g de arroz coloniza-
do por el hongo probadas bajo condiciones de
almácigo de café redujeron la infección por
Meloidogyne, obteniéndose un mayor número
de plantas  con grados de infección 1, compara-
dos con el testigo, el cual presentó un mayor
número de plantas con grado de infección radi-
cal 6. Sin embargo, con la dosis de 1,5g,  el
mayor número de plántulas  estuvo en el  grado
de infección  4 siendo éste más bajo que el
obtenido en el testigo.

Peso seco de raíces. Para esta  variable los
tratamientos inoculados con dosis superiores a
3g de arroz colonizado por el hongo  presenta-
ron  diferencias estadísticas (P > 0,05)  con el
tratamiento químico y con el tratamiento testi-
go, presentando los mayores pesos promedio, lo
cual permite seleccionarlos como los mejores
tratamientos (Tabla 9 ).

El tratamiento inoculado con 1,5g de arroz
colonizado por el hongo y el tratamiento quími-
co, presentaron los más bajos pesos en promedio
para esta variable, resultando estadísticamente
similar  con el  tratamiento testigo.

El control efectuado por el producto quími-
co fue estadísticamente similar al observado en
los mejores tratamientos, lo cual demuestra que V.
chlamydosporium es efectivo en esta etapa del
cultivo de café para el control de  Meloidogyne spp.

Estos resultados concuerdan con  los  obte-
nidos por  Campos et al. (11), en el control de
Meloidogyne  spp. en  Feijoa (Feijoa sellowiana,
Berg), Leij y Kerry (24), en el control de  M.
incognita, M. hapla y M. javanica , en tomate y
Mertens y Stirling (27), en el control de
Meloidogyne spp. en uva (Vitis vinifera) y kiwi
(Actinidia deliciosa).

Persistencia de Verticillium chlamydosporium,
aislamiento 78, y evaluación de su  patogeni-
cidad  a través del tiempo. Cuantificación de
Verticillium chlamydosporium  por gramo de
suelo. Los resultados de los análisis de regre-
sión  muestran una pérdida de 587 UFC/día del
hongo en el suelo a medida que transcurre el
tiempo después  de su inoculación en el almáci-
go, como se observa en la Tabla 10. Esta pérdida
puede ser explicada por la técnica de recupera-
ción. Al respecto Rodríguez–Kabana et al. (29),



296 Cenicafé, 50(4): 286-298. 1999

TABLA 10.  Unidades Formadoras de Colonia (UFC) del
aislamiento Vc A78 recuperadas 0, 45, 90 y  130 después de
la inoculación en el suelo del almácigo.

Día U F C x 104

0 813
40 709
90 504
130 450

Ecuación de regresión estimada
Y=  16,3084 – 0,0587x104 x X R2: 61,83

TABLA 11.   Patogenicidad del aislamiento Vc 78 de
Verticillium chlamydosporium recuperado 0, 45, 90 y  130
después de la inoculación en el suelo del almácigo.

Día Patogenicidad (%)

0 85,32
45 84,36
90 83,29
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