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Desarrollo de una nueva metodologia para la produccion masiva de
microesclerocios de Verticillium dahliae in vitro

Development of a new methodology for the mass production of
Verticillium dahliae microsclerotia in vitro
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Verticillium dahliae es un hongo patdégeno causante
de marchiteces en un amplio rango de hospedantes,
entre ellos diversos cultivos de importancia agricola.
El manejo de la enfermedad es dificultoso debido a
la capacidad del patégeno de generar estructuras de
resistencia denominadas microesclerocios (MS). Estos
pueden persistir en el suelo por periodos mayores a
14 afios aun en condiciones ambientales adversas y
son los causantes de las infecciones primarias. Para
reproducir las condiciones naturales de infeccién de
V. dahliae es fundamental contar con un suelo natu-
ralmente infectado con MS, o bien producir dichas
estructuras in vitro e inocular el suelo. Diversos au-
tores han presentado métodos para la produccion y
obtencion de MS, sin embargo, éstos presentan limi-
taciones, entre las que se pueden citar el prolongado
tiempo para el desarrollo de los MS en medios de cul-
tivo liquidos, y la dificultosa separacion de los MS en
el caso de los medios de cultivo agarizados. En este
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trabajo, se presenta el desarrollo de una nueva me-
todologia para la produccion de MS masiva y en corto
tiempo. Para ello, el hongo fue sembrado en medio
papa glucosado solidificado con un gel termo rever-
sible. Una vez asegurado el crecimiento del micelio,
las placas fueron llevadas a 4°C a fin de permitir la
licuefaccién del gel reverso y posterior separacion
de los MS. La extraccion de los MS fue realizada me-
diante filtracion del medio liquidificado. La infecti-
vidad de los MS fue evaluada mediante infeccién de
plantulas de tomate, y la deteccion del hongo en el
tejido de la planta fue realizada por PCR. Los resulta-
dos arrojaron niveles de viabilidad e infectividad del
100%. Este método exhibe las ventajas de requerir
un corto periodo de produccidn y separacién de MS,
resultando una excelente herramienta para ensayos
de patogénesis in vitro e in planta.
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