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RESUMEN 

Ante Ia alarmante perdida de efectividad de los agroquimicos para controlar a los 

patogenos del suelo que atacan al clavel, se propone el presente trabajo para buscar 

altemativas de controi, con los siguientes objetivos: encontrar posibles enemigos 

naturales de Fusarium roseum y evaluar a nivel de invernadero Ia capacidad supresiva de 

cuatro materiales compostados durante 90 y 120 dias. 

Se colectaron 20 muestras de suelo de Ia rizosfera de clavei procedentes de 

diferentes invemaderos ubicados en Ia zona floricola de Villa Guerrero, Estado de 

Mexico. De elias, se consiguio aislar y determinar Ia efectividad in vitro de una 

bacteria caracterizada como Bacillus subtilis, Ia cual controla a F. roseum en 82.88%. El 

metabolito bacteriano es termoestable y logro reducir el crecimiento in vitro de F. roseum 

en 83.80%. 

De los cuatro materiales compostados, el bagazo de caiia y el aserrin de madera con 

90 dias de madurez lograron proteger al cultivar White Sim por 60 dias a um nivel de 90 

y 80% de plantas vivas, observando un rapido detrimento en ei nivei de pwotecdon entre 

los 60 y 120 dias posteriores al trasplante, basta alcanzar una mortalidad de 85 y 90%, 

respectivamente. Por otra parte, estas mismas compostas con 120 dias de madurez 

tuvieron un efecto supresivo sobre F. roseum, proporcionando un nivei de proteccion de 

90 y 88% de plantas vivas. Ademas, manifestaron un patron de comportamiento similar 

entre los 60 y 120 dias posteriores al trasplante, alcanzando una mortalidad de 80 y 

85%, ei porcentaje restante logro producir tallos tlorales sumamente raquiticos. 

Las compostas a base de cascarilla de arroz y paja de trigo con 90 dias de madurez, 

ofrecieron una baja proteccion durante los primeros 60 dias posteriores al trasplante, con 
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una mortaiidadl de 50 y 45%, a los 120 dias alcanzaron una mortalidad de 95 y lOOo/o 

respectivamente. Estas mismas compostas con 120 dias de madurez tuvieron un 

eomportamiento parecido al observado en el tratamiento con 90 dias de intemperizacion; 

durante los primeros 60 dias se observo un nivel de protecdon de 55 y 60%9 iogliando 

akanzar a ios 120 dias posteriores al trasplante una mortalidad de 90 y 95o/o 

respectivamente. 



l.INTRODUCCION Y REVISION DE LITERA TURA 

La industria agricola del clavel ha tenido un gran auge en los ultimos aiios, en su 

cultivo se han invertido mas de 20,000 millones de pesos (Ortega, 1992). A esta actividad 

se dedican un gran numero de familias, ya que en condiciones favorables de desarrollo 

es una planta ornamental economicamente mas rentable que los basicos como el maiz, 

trigo, frijol, etc. (Arellano, 1992; Comunicacion personal) (Figura 1). 

Los principales Estados productores de clavel son: Mexico, Michoacan, Puebla, 

Tlaxcala y Morelos. 

La siembra de clavel se establece a Ia intemperie, empleando 40,000 plantas por 

hectarea, con una distancia entre plantas de 25 centimetros, y entre surcos, de 100 

centimetros. Cuando se establece en condiciones de invernadero es con una densidad de 

180,000 plantas por hectarea; el alto numero de plantas por metro cuadrado permite 

obtener altos rendimientos. 

La flor se comercializa principalmente en Ia Central de Abastos, el Mercado de 

Jamaica en el D. F.; Mercado de Guadalajara; Tepic, Nay.; Culiacan, Sin.; Hermosillo, 

Son.; Torreon, Coah. y Monterrey, N. L. (Ortega, 1992). La produccion de mas alta 

calidad se canaliza al mercado de los Estados Unidos de Norte America 

(Henkel, 1989). 

Las condiciones optimas para el desarrollo del clavel, son: suelos ricos con buen 

drenaje, fertilizacion bien balanceada, labores de cultivo apropiadas y variedades que el 

mercado exige. Estos factores tambien contribuyen al desarrollo de marchitez (Figura 2) 

producida por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Ia pudricion del tallo por Fusarium 



roseum f. sp. cerealis y Rhizoctonia solani los cuales causan los siguientes sintomas. 

Marchitez causada por F. oxysporum f. sp. dianthi. Este es un bongo que daiia y 

bloquea los haces vasculares del talio del davel, ocasionando su marcbitez y muerte. La 

primera indicacion de ataque es el marchitamiento de los brotes mas jovenes, con 

frecuencia los de un solo lado; como consecuencia, es comun observar que el tallo se 

distorsiona o encorva bacia el lado afectado. Finaimente, el color verde del foliaje 

cambia a amarillo paja, indicando su muerte. Mediante un corte transversal del tallo gmede 

observarse que una parte del anillo xilematico tiene color cafe, lo coal es debido a que los 

haces vasculares estan obstruidos por micelio y conidios del bongo, asi como por algunas 

sustancias gomosas que impiden Ia circulaci6n del agua y otros nutrimentos esenciaies 

para Ia planta. De esta manera, Ia planta se marchita y muere. Las raices permanecen 

intactas. Los sintomas de marchitez por Fusarium se desarrollan mas rapida y 

severamente durante el verano calido (Romero, 1992). 

Pudricion del tallo causada por F. roseum f. sp. cerealis. El clavel es muy 

susceptible al ataque de este bongo en Ia fase propagativa y, en menor grado, 

inmediatamente despues del trasplante. Las piantas enfermas se marchitan y mueren a 

causa de Ia pudricion del tallo al nivel del suelo. Las lesiones avanzan de Ia superficie a Ia 

parte interna, resquebrajando Ia corteza, y a medida que aumentan, van adquiriendo 

una coloracion rosacea y apariencia seca; ei xiiema no se decolora. Ademas de Ia base 

del tallo, el bongo pudre todas las raices (Romero, 1992). 

Pudricion del tallo por Rhizoctonia solani. Este bongo ataca preferentemente a ias 

planias jovenes, y los sintomas aparecen de una a seis semanas despues de Ia plantacion. 

El primer sintoma es generalmente el marchitamiento de Ia planta atacada y las hojas 

rapidamente se tornan de color verde grisaceo. Normalmente las raices no son atacadas, 
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Figural, Vista general de una explotaci6n comercial de clav(' 

Figura 2. Sintomas producidas por Fu~a~~um ~pp. en clavel. 
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pero suele desarrollarse una lesion a nivel del rizoplano o justamente por encima. La 

lesion al principio es seca, corcbosa y de un color marron palido. 

Una vez establecif)o el bongo en Ia corteza, crece e invade Ia medula, donde forma 

unas estructuras negras de forma irregular llamadas esclerocios. Cuando el suelo 

permanece humedo por varios dias aparece superficialmente parte del micelio del bongo en 

forma de f"damentos gr:uesos de color cafe, pero cuando el tejido dai\ado llega a ser 

colonizado por organismos secundarios, puede desarrollarse una podredumbre mas 

oscura (Fosberg, 1963). English (1974) menciona que a menudo Fusarium culmorum 

coioniza las lesiones producidas porIa "viruela del clavel" R. so/ani. 

Michael y Nelson (1972) seiialan a F. roseum (Lk) Snyder y Hansen "culmorum" 

como Ia causa de Ia pudricion basal del tallo del clavel (Dianthus cariophyllus L.). Estudios 

efectuados en Mexico por Espinoza, en 1973; Nuiiez, en 1978 y Murguia, 1992, indican 

que el agente etioiogico de Ia "dormilona del clavel" es Fusarium roseum (Lk.) Snyder y 

Hansen. 

Para el control de patogenos del suelo se ban impiementado diferentes medidas, 

las cuales involucran patrones libres de enfermedad, tratamiento quimico ai suelo, 

produccion de material vegetativo en medio de cultivo aseptico, produccion de variedades 

resistentes, etc. (Baker, 1980); tambien, se ha investigado e intentado el control biologico, 

adicionando al sueio microorganismos antagonicos o sustratos que estimuien el 

desarrollo de estos (Aldrich y Baker, 1970; Apodaca, 1990; Beker, 1980; Chef et al., 

1983; Hoitink, 1980; Koths y Gunner, 1967; Ko, 1982; Michael y Nelson, 1972; Nuiiez y 

Romero, 1980; Pera y Calvet, 1989). 
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1.1. Control biologico 

El antagonismo es un fenomeno natural, el cual juega un importante papel en Ia 

interaccion de microorganismos del suelo; en lineas generales, puede ocurrir por 

parasitismo, antibiosis y competencia (Eiad et. ol. 1984). La actividad antagonica de los 

microorganismos beneficos reduce Ia actividad y/o densidad del inoculo de los 

fitopatogenos del suelo, disminuyendo sustancialmente su potencial de causar enfermedad. 

1.1.1. Micoparasitismo. 

Los micoparasitos pueden penetrar Ia pared celular del hospedante por medio 

de diferentes mecanismos; el mas sobresaliente es mediante Ia produccion de enzimas 

que degradan Ia pared celular. v.g. Trichoderma harzianum, T. hamatum y Pythium 

numm parasitos de hifas de Sclerotium rolfsii, Pythium spp., Phytophthora spp., ambos 

tanto Trichoderma como Pythium degradan Ia pared ceiular del hospedante por medio de 

enzimas como Ia 0 (1, 3) glucanasa y quitinasa. Su habilidad para contro~ar los 

organismos fitopatogenos del suelo dependera de los niveles de produccion de enzimas 

(Eiad, 1985; Eiad, et al., 1983; Papavizas, 1985; Ordentlich, et al., 1988). 

Despues de los trabajos pioneros de Weindling, en 1934, sobre Trichoderma y 

Gliocladium se han efectuado una serie de esfuerzos para promover ideas sobre su 

potencial como agentes efectivos de biocontrol. Una revision sobre su biologia, ecologia 

y su potenciai como biocontroladores fue realizada por Papavizas en 1985. 

El biocontrol eficiente de Rhizoctonia solani en Phaseolus vulgaris depende en gran 

medida de Ia reaccion del suelo y Ia concentracion del inoculo del patogeno. Marshal, en 

1982, inoculo semillas de frijol cv Blue Lake con una suspension de 1x106 conidios 
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de T. hardanum , y &I sembrarlos en suelo infestado con R. solani a una proporcion de 

0.035-0.318 glkg a un pH de 3.5 y 5.6; obtuvo ios mejores resultados cuando el frijoi 

se desarrollo a un pH de 3.6. 

T. hamatum es activo como biperparasito contra R. solani y Sclerotium rolfsii; su 

interaccion hifal ha sido estudiada a nivel de microscopio electronico de sondeo. En 

cuitivos duales, T. han.ianum/S. rolfsii, se ha detectado tanto en suelo como en 

cultivos in vitro una alta concentracion dejJ (1,3) gluc~masa y quitinasa, en comparacion 

con las bajas concentraciones encontradas en los cultivos por separado (Eiad, et al., 1983). 

La actividad micoparasitica tambien se ha observado en Se"atia marcescens • Ia cuai se 

desarrolla sobre Ia pared celular deS. rolfsii usando jJ glucanasa y quitinasas como medios: 

de penetracion; ademas, emplea como fuente de carbon Ia quitina y Ia lignina 

(Ordentlicb, et. al., 1988). 

Sivan y Chet (1985) afirman que en condiciones de campo T. harzianum controla 

efectivamente a Fusarium oxysporum f. sp. melonis y F. oxysporum f. sp. radicis 

licopersici, incrementado Ia cosecha de melones 53%, y Ia de tomates, en 34% (Sivan y 

Clnet, 1985). En trigo puede reducir Ia enfermedacl ~ausada poll" F. culmorum basta en 

83% (Chet, 1987). Sivan y Chet (1989) cubrieron semillas de Gossypium barbadense cv 

Pima y Cucumis melo cv 56 con una supension de 5 x 109 esporas por miiilitro de T. 

hamatum; colateralmente enriquecieron suelo con clamidosporas de F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum y F. oxysporum f. sp. melonis, f'ortiticandolo con diferentes concentraciones 

de glucosa y asparagina; Ia maxima germinacion de clamidosporas fue obtenida en suelo 

tenriquecido con 0.4 mg de glucosa y 0.08 mg de asparagina por gramo de suelo. T. 

harzianum redujo significativamente Ia germinacion de clamidosporas de ambas especies9 

ll)bservando que ia inhibicion fue nulificada a concentraciones de 0.3 y 0.06 mglg de sueio 

con glucosa y asparagina. 
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lEn Egipto, en condiciones de campo, se observo que una cepa de Talaromyces 

flavus reduj6 entre 67 y 76% ia marchitez de Ia berenjena causada por Verticillium dahliae, 

incrementando el peso de Ia cosecha entre 18 a 54%, y ei mimero de frutos, en 22 a 71 °/G 

(Marois, et. al., 1982). 

Teratosperma oligandrum reduce basta en 94% Ia densidad de inoculo de 

Sclerotinia minor y Coniothirium minutans, y tambien ejerce una reduction intermedia 

deB mimero de escierocios en ei suelo, el efecto persiste por 30 semanas (Adams, 1989). 

Gees y Coffey (1989) afirman que algunas cepas de Myrothecium roridum logran 

controlar a Phytophthora cinnamomi en aguacate. 

1.1.2. Competencia. 

El mas grande motivo de competencia es por sustratos en el suelo, especificamente 

JPOi" dertos nichos ecologicos (Baker, 1980). En Ia mayoria de los bongos del suelo los 

~elementos mayores son esenciales para Ia germination de sus propagulos; por ejemplo, 

algunas cepas de Pseudomonas spp. pueden crear deficiencia de carbon en ei medio, de 

tal forma que inhiben na germination de algunos aislamientos de F. oxysporum, F. 

solani, y F. graminearum. Se ha observado que ciertas cepas de Pseudomonas 

jluorescens producen gran cantidad de componentes quelantes conocidos como 

sider6foros (Aiad, 1985) que allimitar el suministro de cationes, inhiben Ia germination de 

damidosporas de F. oxysporum f. sp. cucumerinum al competir por Fe+39 

~ontrarrestando ia inhibition de Ia germination al conegir Ia deficiencia (Sneh, et. ai. 9 

1984). 
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1.1.3. Antibiosis. 

Se ha demostrado en campo y iaboratorio que muchos microorganismos 

producen sustancias que inhiben el crecimiento y desarrollo de otros. La capacidad de 

generar estos productos antimicrobiales le pennite ai antagonista colonizar mas rapido, 

competir por nutrientes y espacio en Ia rizosfera (Cook y Baker, 1983; Elad, 1985). Asi, 

podemos citar a Pseudomonas Jluorescens cepa PF-5, Ia cual produce una sustancia 

antibiotica conocida como Pirrolnitrina ( 4,5-dicloro-1,4-pirrol-2-y 1-2- dihidroxifenil 

ketona) antagonica a Pythium ultimum y otros patogenos de Ia semillas del algodon 

(Howell y Stipanovic, 1979 y 1980). T. han.ianum produce sustancias que inhiben ei 

desarrollo de Pythium aphanidermatum, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani (Sivan, et. 

al., 1984). Pythium numm parasita diversos bongos y es capaz de inhibir Ia produccion de 

esporangios en diversas especies de Pythium (Eiad, et. al.~ 1983). Kempf y Wolf (1989), 

al ~ratar semiilas de trigo con una suspension bacteriana de Erwinia herbicola, 

lograron suprimir en 90 % Ia enfermedad causada por Fusarium culmorum; ademas, 

cuando ias bojas fueron tratadas con un incremento de 1-2 x 105 ufc/ml, tambien se logro 

controlar ia infeccion producida por Puccinia recondita f sp. tritici. 

1.1.4. La compostacion y su relacion con el control de enfennedades. 

1.1.4.1. Ventajas y desventajas de Ia compostacion. 

La compostacion es una pactica agricola necesaria por varias razones, las mas 

importantes son: reduce Ia proporcion carbono-nitrogeno, elimina muchos organismos 

pat6genos, desdobla sustancias fenolicas, especialmente los monoterpenoides, los cuales 

son toxicos a Ia plantas. Sin embargo, cuando se desarrollan plantas en composta 

pueden surgir varios problemas debidos a inmovilizacion de nitrogeno, causada 
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por microorganismos, repercutiendo en una de(aciencia de N; ademas, pueden ocurrir 

altos niveles de Mg, conducieado a una toxicidad por Mg y/o deficiencia de Fe; la 

capacidad hidrica seve descompensada, pudiendo ser mejorada porIa adici6n de varios 

materiales p.e. perlita, vermiculita, etcetera. Las compostas inmaduras a base de madera 

son altas en celulosa y retardan el crecimiento por inmovilizaci6n del N (Boitink et al., 

1985), el proceso de compostacion tiene inOuencia sobre las propiedades fisicas y 

quimicas de Ia composta, asf el espacio poroso total es bajo, reduciendo el porcentaje 

volumetrico de aire, lo cual puede producir condiciones anaerobicas en Ia rizosfera, por 

lo que se recomienda el uso de acondicionadores para mejorar las propiedades del sustrato 

(Pages, et aL, 1985). Tradicionahnente se han usado diversas compostas a base de aserrin 

de diferentes arboles, turba, suelo tratado con calor humedo, etcetera; recientemente, 

se ha industrializado su produccion, extendiendose a cultivos como el clavel y las 

bortalizas (Louvet, 1981). Las composta a base de aserrin de madera y otros desecbos 

organicos ban reemplazado a mucbos de los sustratos usados tradicionalmente en Ia 

floricultura (Hoitink, 1980). Algunas de estas compostas suprimen a diversos e importantes 

patogenos del suelo, eliminando parcialmente Ia necesidad de esterilizar el sustrato y los 

efectos negativos de los fungicidas. La infeccion no es completamente prevenida por Ia 

composta. 

Los componentes organicos usados en Ia manufacturacion de compostas afecta Ia 

severidad de las enfermedades producidas por pat6genos del suelo. Varias de las 

compostas a base de aserrin liberan sustancias inbibidoras a varias especies de 

Phytophthora. Pero se ha observado que las compostas maduras no liberan 

inbibidores, y una vez fria ocurre una rapida recolonizacion por antagonistas especificos 

(Hoitink y Kuter, 1985). No obstante, algunas compostas de aserrin tienen un amplio 

espectro supresivo y otras no son tan efectivas a ciertos pat6genos, observandose que el 

efecto debido a sustancias que- Iibera Ia composta puede desaparecer gradualmente 
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despues de Ia com~ciOn (Hoitink.1910; NeJsoa y Boitink.1913). 

1.1.4.2. Cambios bioquimieos en el sustrato durante Ia eompostacion. 

Estaun y · Calvet (1915) analizaron por meclio de cromatografia de gas y 

cromatografia liquida de alta resolu~n los cambios cuantitativos en acidos grasos, 

acidos organicos y fenolel oeurridoa durante Ia compostadOn del orujo de olivo; 

advirtiendo una· reduccion progresiva en los niveles de coneentracion de estas tres 

fracciones. Despues.de 120 dias de· compostaeion ninguna de estas sustancias fitotoxicas 

fue detectada por medio de los 01etodoa usados. Otros trabajos. revelan que durante el 

proceso de compostacion del orujo de olivo por un periodo de 70 dias y condiciones 

controladas, se observaron cambios cuantitativos en Ia Oora microbial,. los cuales fueron 

ligados a factores fisicos y quimicos. En general, durante el. proceso las levaduras 

decrecen gradualmente mientras que las bacterias y bongos tienden a estabilizarse 

despues de un periodo de ftuetuacion correlacionado con Ia temperatura. Los 

actinomycetes fueron detectados sOlo en un corto periodo despues de un mes de 

compostacion (Pera, et al., 1986). Los acidos organicos y grasos decrecen 

progresivamente y el pH incremeta de 5.9 a 7.5, es notorio que Ia genninacion de semillas 

de pepino y Iechuga es baja en composta de orujo de olivo eon 63 dias de madurez, porIa 

presencia de 400 ppm de acido adtieo; pero no advirtiendo titotoxicidad en compostas 

con 120 dias de edad, aunado a un .alto porcentaje de germinacion (Calvet, et. al., 1985). 

La corteza de pino es. un sustrato de crecimiento eomiin de varias ornamentales; 

muchos floricultores prefieren usar Ia corteza de pino compostada, a causa del pobre 

crecimiento obtenido cuando se usa fresca, por lo coal se sugiere Ia compostacion 

reforzada con nitrogeno para proveer las necesidades de las plantas y microorganismos 

(Cobb y Keever, 1984). 
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1.1.4.3. Las compostas y su acci6n supresiva sobre diferentes pat6genos 

del suelo 

Van Assche y Uyttebroeck (1981) aseguran que Ia composta a base de desechos 

domesticos-suelo arenoarcilloso en una proporci6n de 24:76 (VN) redujo Ia infecci6n 

causada por Rhizoctonia solani en frijol, tambien fue notorio el detrimento de Ia 

incidencia de Ia enfermedad causada por Pythium ultimum en chicharo. 

Nelson y Hoitink (1983), al experimentar con compostas de aserrin de 11 semanas 

de madurez, encontraron una alta supresividad de R. so/ani. Este mismo medio esterilizado 

por calor y reforzado con Thichoderma harz.ianum no redujo Ia viabilidad de los 

propagulos. Estos autores opinan que Ia supresi6n de Rhizoctonia en medio de aserrin con 

11 semanas de madurez es producida por Ia actividad microbiana, mientras que los bajos 

niveies de supresi6n en Ia composta verde (menos de 11 semanas) pueden estar 

involucrados inhibidores quimicos. 

En un bioensayo Kwok, et al. (1987) probaron por separado Ia habilidad supresiva 

de Ua composta de encino (Quercus spp.) enriquecida con ocho diferentes 

microorganismos. La combination de algunas cepas bacterianas como Enterobacter 

cloacae, Flavobacterium bolostinum, Pseudomonas Jluorescens, P. putida, P. stutzeri con 

Trichoderma hamatum fueron considerablemente mas efectivos en Ia supresion de R. 

so/ani, en comparacion con el bongo solo. Por su parte, Hung y Hoitink (1990) 

aseguran que Ia capacidad de T. hamatum para suprimir a R. so/ani varia 

significativamente cuando las macetas se llenan con composta de aserrin removido de 

diferentes zonas de temperatura (40-50 °C, 50-60 °C y mayores de 60 °C). Los mejores 

resultados fueron observados en Ia zona de compostaci6n 50-60 °C y mayor de 60 °C, 

argumentando que Ia reducci6n de Ia eticiencia de T. hamatum puede estar relacionada a 
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un componente especifico o subespecifico de Ia microflora asociada a cada temperatura. 

Spencer y Benson (1982) evaluaron en laboratorio e invernadero Ia 

capacidad supresiva de las compostas a base de aserrin de pino, madera dura y turba 

contra Phytophthora cinnamomi; observaron que Ia composta de madera dura resulto 

mas efectiva. La composta de pino suprimio y retardo mas Ia enfermedad a un pH de 4.5 

que a 6.0. Los suelos arenosos y limosos refonados con composta de pino resultaron menos 

supresivos. Generalmente Ia produccion de esporangios de Phytophthora citricola y P. 

cinnamomi fue alta en extrados no esteriles, a comparacion con los esterilizados, 

donde Ia produccion de esporangios fue baja. 

Por su parte, Pera y Calvet (1989) ensayaron Ia capacidad supresiva de tres 

compostas contra F. oxysporum f. sp. dianthi raza 2, haciendo mezclas por separado (1:1 

VN) de turba, composta de pino y composta de orujo de olivo-piedra pomez con 

arena esterilizada a 80 °C durante 60 minutos y ajustado a un pH de 6.8 con CaC03 ; 

eilos usaron esquejes de clavel cv Lena trasplantados en las compostas inoculadas con 104 

ufc/cm3 de F. oxysporumf. sp. raza 2. Despues de cinco meses las compostas de orujo 

de olivo-piedra pomez y composta de pino observaron una incidencia de 20 y 40%, 

respectivamente. Ademas, los extractos acuosos no afectaron el desarrollo in vitro de F. 

oxysporum f. sp. dianthi raza 2. 

Couteaudier y Alavauvette (1981) afirman que Ia receptividad de un sustrato 

refleja ei efecto global de los factores abioticos y bioticos. El nivel de receptividad de los 

sustratos puede ser alterada por Ia adicion de pequeiias cantidades de suelo 

naturalmente supresivo a diferentes especies de Fusarium. 
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1.1.4.4. Control biol6gico de algunas especies de Fusarium. 

Michel y Nelson (1972) seiialan que Fusarium roseum 'culmorum' fue controlado 

eficientemente in vitro e in vivo por una bacteria que aislaron del suelo. 

Olivas (1970) afirma que las variedades de frijol con diferentes grados de 

resistencia a Fusarium solani f. sp. phaseoli se encuentran fuertemente correlacionadas 

con Ia cantidad de actinomicetos presentes en su rizosfera. Aislando el mayor numero de 

antagonistas de las variedades resistentes, ademas de lograr un control mas o menos 

eficiente de Ia enfermedad mediante Ia adicion de paja de cereales, harina de alfalfa y 

melaza de caiia al suelo. 

Nunez y Romero, en 1980, al efectuar un estudio microbiologico de Ia 

rizosfera del clavel, encontraron que Streptomyces sp., Bacillus subtilis y Trichoderma 

lignorum mostrai"on antibiosis contra Fusarium roseum, y seiialan que el bagazo de cafe 

es un sustrato adecuado para el desarrollo de microorganismos del suelo, pues los 

actinomicetos son los principales productores de antibioticos, y que el tratamiento 

bagazo de cafe a 1% mas benlate 1% controla especies de Fusarium a un nivel aceptable. 

Ramirez-Villapudua (1985) cita el efecto de Ia solarizacion y enmienda del suelo 

con residuos de col (1% peso/peso), indicando que juntos reducen significativamente el 

amarillamiento de Ia col producido por Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans raza 5. 

Pera y Filippi (1987) probaron Ia babilidad de Ia composta de aserrin para controlar 

F. oxysporum f. sp. dianthi en plantas de cia vel. El material fue compostado y previamente 

inoculado con una bacteria antagonica en una proporcion 108 celulas/mi; Ia composta fue 

mezclada con suelo infestado con 3000 ufc/g de suelo. En invernadero se observo a los 
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60 dias posteriores aD trasplante una proteccion de 60% en comparacion con el testigo 

sembrado en suelo infestado. En cuanto el efecto protector de Ia composta no se encontro 

diferencia significativa a las concentraciones 15 y 30% de composta. Foe notorio on 

rapido incremento en el numero de plantas enfermas despues de los 60 dias posteriores 

al trasplante, alcanzando mas de 90% a los 120 dias. 

Filippi y Pera (1989) analizaron el efecto supresivo de Ia composta de aserrin 

esterilizada y no esterilizada sobre F. oxysporum t sp. dianthi. La composts fue 

mezclada con suelo infestado con 3000 ufc/g de suelo. Los mejores resultados se 

obtuvieron con Ia composta esterilizada, atribuyendo Ia diferencia en proteccion a una 

diferente proporcion de crecimiento de Ia fraccion zymogenica del suelo a consecuencia 

de las diferentes cantidades de materia organica asimilable contenida en los dos tipos de 

composts. Tambien seiialan un rapido incremento de Ia enfermedad despues de ios 60 

dias posteriores ai trasplante. En 1990, estos mismos autores que realizaron su 

trabajo bajo condiciones experimentales semejantes y variando Ia temperatura del suelo 

a 16, 23 y 30 °C, concluyen que Ia temperatura no tiene on efecto apreciable sobre Ia 

patogenicidad de F. oxysporum t sp. dianthi, y que Ia adicion apropiada de nutrientes a 

Ia composta causa una respuesta favorable de Ia microflora del suelo, Ia coal es 

responsable de Ia proteccion efectiva durante los primeros 60 dias posteriores al 

trasplante, por lo que seria recomendable una segunda inoculacion con organismos 

antagonicos al sustrato a los 40 dias despues del trasplante. 

Dentro de los bongos fitopatogenos, Fusarium es especificamente interesante para 

Ia investigacion de control biologico. En J 984, Filippi et al. indicaron que Ia cepa M51 

de Bacillus subtilis es particularmente activa contra F. oxysporum t sp. dianthi tanto in 

vitro como in vivo, ademas de ser antagonista a F. roseum var. arthrosporoides (S. FRAR), 

F. roseum var. avenaceum (S. FRA). Usando diferentes metodos; de ellos, Ia aspersion 
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de Ia cepa M51 sobre perlita ofrecio los mejores resultados, siendo notorio que en este 

tratamiento y el control trasplantado en suelo infestado a una proporcion de 3000 ufc/g se 

observo un ripido incremento en el numero de plantas enfermas despues de los 60 dias 

posteriores al trasplante. Las evidencias seiialan que Ia protection de las plantas de clavel 

depende de Ia presencia fisica de B. subtilis M51 sobre las celulas de Ia raiz (Filippi, et al., 

1987; 1989). 

En 1985, Filippi et aL probaron Ia actividad antimicotica de 160 cepas bacterianas 

habitantes de Ia rizosfera, encontrando que Ia cepa M51, correspondiente al genero 

Bacillus, es activa contra varios bongos, entre ellos Fusarium oxysporum f. sp dianthi y 

Fusarium roseum. F. oxysporum f. sp. dianthi es un patogeno del clavel, altamente 

sensible a Ia inhibicion por Bacillus subtilis M51. La infection fue anulada durante dos 

meses despues del tratamiento de plantas con Ia bacteria. 

Garibaldi (1989) afirma que los mejores resultados para controlar Fusarium 

oxysporum f. sp. dianthi se logran cuando se agrega (200 glm2 ) de cepas saprofiticas de 

Fusarium aisladas de suelos supresivos o de Ia rizosfera de claveles silvestres. Los 

antagonistas se pueden aplicar en suspension de conidios o en una mezcla de granos de 

trigo o trigo mas perlita inoculados con las cepas, encontrandose mejores resultados 

cuando el control biologico es combinado con un tratamiento de 20 g de benomyl/m2 • 

Las variedades Alice, Manon, Oscar y White Sim han sido empleadas para 

evaluar Ia actividad antagonica de Trichoderma spp y Penicillium spp. contra F. oxysporum 

f. sp. dianthi en suelo naturalmente infestado y suelo infestado artificialmente. 

Trichoderma no fue muy efectivo, en cambio Penicillium, desarrollado en paja 

picada en condiciones no esteriles, redujo Ia severidad de F. oxysporumf. sp. dianthi; el 

15 



efecto antagonico se incrementa cuando el tratamiento es empleado por dos aiios 

consecutivos (Guda, 1989). 

En laboratorio se ha observado Ia actividad antagonica de bacterias del genero 

Pseudomonas. La bacterizacion del cultivar Pallas en condiciones de invernadero, reduce 

significativamente el mimero de plantas enfermas (Peer, 1989). 

La supresi6n de microorganismos en suelos naturalmente infestados por medio 

del reforzamiento del sustrato con sustancias organicas ha sido considerado en las ultimas 

decadas, y se ha convertido en una practica interesante dadas las politicas actuales de 

reducir el uso de agroquimicos. Filippi et al., (1989) estudiaron Ia importancia de Ia 

asociacion microbiana en el control de fitopatogenos que atacan plantas de davel. En 

1990, Filippi, Bagnoli y Citterio evaluaron el efecto protector de algunas sustancias 

organicas contra F. oxyxporum f. sp. dianthi, empleando como planta indicadora de 

fitotoxicidad a Lepidium sativum. Las compostas de aserrin aderezadas con diferentes 

compuestos hidrosolubles tiene un efecto positivo sobre el desarroilo de bacterias, 

bongos, actinomycetes y organismos celuioliticos; por el contrario, F. oxysporum f. sp. 

dianthi y sus antagonistas no exhiben un desarrollo significativo. 

Particularmente Filippi y Pera (1990) seiialan que las plantas protegidas tienen una 

apariencia de estres similar al estres nutricionai, argumentando que esto se debe a una 

menor disposicion de nutrientes cerca de Ia raiz, causada por un incremento en Ia 

poblacion microbial, Ia coal requiere una mayor cantidad de nutrientes. 

1.2. Control quimico de Ia enfennedad 

En Ia zona floricola de Villa Gro., Estado de Mexico, comunmente se han 
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usado fungicidas para ei control de Ia "dormiDona del clavel". Entre ellos, el benlate, 

benomyl:(metil-1- butil caroomoil)-2-benzimidazol (Carbamato; Busan 30, TCMC: 

(tiosianato metiltio) benzotiazol y T~Mto 60, thiabendazole: 2- (4-tiasolil) benzimidazol. 

Pero son caros, ademas en poco tiempo (3-4 anos) pierden efectividad, debido a que no 

todas las ~pmras son destruidas y las esporas remanentes forman rapidamente 

poblaciones resistentes (Nunez, 1978). En otras partes del mundo se ha evaiuado Ia 

sensibilidad de F. oxysporum f. sp. dianthi a Ia aplicacion de benzimidazoles al suelo; 

despues de varios aiios se encontro que Ia dosis minima inhibitoria incremento de 3.3 a 

5.5 mglmi, sobresaliendo que Ia raza 4 resulto menos sensible que otras, lo cual puede 

atribuirse al desarrollo de cepas resistentes (Gulino, et. al., 1986). 

En Mexico, los patogenos del suelo que atacan clavel se han convertido en un gran 

problema que esta limitando Ia produccion de davel en campo e invernadero, 

incrementando los costos de cultivo y ocasionando abandono del mismo. Esto se debe a Ba 

perdida de efectividad de los agroquimicos usados para su controi, y a que son pocos los 

trabajos que se han efeduado para controlar enfennedades radicales por medio de 

biocontroladores. 
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1.3. OBJETIVOS 

El objetivo general de este trabajo fue encontrar posibles enemigos n~turales de 

Fusarium roseum (Lk) Snyder y Hansen agente causal de Ia "dormilona del clavel". 

Evaluar, a nivel de invernadrero, Ia capacidad supresiva de cuatro materiales 

(aserrin, bagazo de caiia, cascarilla se arroz y paja de trigo) compostados durante 90 y 120 

dias. 

18 



2. MATERIALES Y METODOS 

2.1. Colecta de material infectado 

Ei material fue coiectado en ViDa Guerrero, Edo. de Mexico de plantas que 

manifestaron sintomas tipicos de marcbitez. Se tomaron muestras de cinco variedades 

comerciales (Flamingo, White Sim, Vanesa, Scania y Sir Arthur) todas susceptibles en 

mayor CJ menor grado, transportandolas en bolsas de plastico al Laboratorio de 

Fitopatologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma de 

Chapingo. 

2.2. Aislamiento y purificacion de patogenos 

Los aislamientos se hicieron mediante desinfestacion superficial de trocitos de 

material de Ia zona de transicion entre tejido sano y tejido enfermo, por un minuto en 

hipoclorito de sodio a a% y transferidos a cajas con medio de cultivo papa-dextrosa­

agar (PDA, Apendice 2). Ademas, parte deB material fue colocado en camara humeda y, 

posteriormente, se efectuaron preparaciones semipermanentes para detectar los diferentes 

agentes, coiocando por separado en cajas Petri con PDA una rodaja de 5 mm de diarnetro 

de cada uno de eiios e incubando a 25 °C, durante 6 dias; luego, en un vial de vidrio con 

agum esteril se prepare) una suspension de conidios diluyendo basta poder contar al 

microscopio 50 conidios por gota de agua. Una vez lograda esta concentracion, los 

aislamientos se sembraron por separado en tres cajas de Petri con PDA, colocando una 

gota de suspension en cada una de elias, las colonias se incubaron a 25 °C por 24 a 48 

h, observandolas continuamente al microscopio estereoscopico. Una vez germinados los 

conidios, fueron transferidos individualmente a cajas con el mismo medio. 
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2.3. Pruebas de patogenicidad 

Para efectuar estas pruebas se emplearon esquejes de Ia variedad White Sim 

(blanco) y Rojo Scania (rojo), con tres semanas de enraizamiento, facilitados por el 

productor Norberto Lopez, del Municipio de Villa Guerrero, Edo. de Mexico. 

Ei sueio empleado como sustrato se esterilizo por una bora a 120 Iibras de presion, 

dejandolo reposar durante 48 h; pasado este tiempo se sometio nuevamente a esterilizacion; 

despues de 24 h se trasplantaron cuatro esquejes por maceta, de cinco kg, con cuatro 

repeticiones y un testigo, los cuales se inocularon 20 dias despues, provocando una 

herida en bisel cerca del callo de enraizamiento, aplicando un disco de 5 mm de una 

colonia del bongo desarrollada en PDA con 15 dias de edad y obtenida 

monosporicamente. 

2.4. Identification de los bongos patogenos 

Del material colectado se obtuvieron y purificaron cuatro aislamientos de 

Fusarium spp. con diferente habito de crecimiento y coloracion del medio de cultivo. Para 

Ia correcta identificacion se efectuaron preparaciones semipermanentes. Las 

caracteristicas de cada cepa fueron observadas al microscopio compuesto. Su 

identification se baso en las claves de Snyder y Hansen, citadas por Romero (1988). 

2.5. Preparation de compostas 

Los materiales organicos para Ia preparacion de las compostas fueron: bagazo de 

caiia, aserrin de madera, paja de trigo y cascarilla de arroz. 
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Ei aserrin se composto de acuerdo con lo propuesto por Kwork et. al. (1987), 

mejorando con 2 kg de nitrato de amonio y 1.5 kg de urea por metro cubico de material 

mas agua equivalente a 55% del peso seco del material. 

Para el caso del bagazo de caiia, cascarilla de arroz y paja de trigo, se agrego 1.5 kg 

de nitrato de amonio y un kilogramo de superfosfato simple, humedeciendo 

posterionnente con agua equivalente a 55% del peso seco del material. Los residuos se 

picaron finamente y se procedio a formar pitas de altura y longitud variable, 

colocando una capa de 10 em de espesor despues una capa ligera del fertilizante; de esta 

forma, al terminar se humedecio y compacta. Ademas, para que el proceso se efectuara 

en forma optima fue necesario remover periodicamente Ia pila cada cinco dias para 

proporcionar el oxigeno necesario para el desarrollo de microorganismos y regular Ia 

temperatura de compostacion. A las pilas de los diferentes materiales se les determine) 

periodicamente Ia temperatura, cuidando que esta no excediera los 70 °C y manteniendo 

Ia humedad a 55%. Durante cuatro meses se tomaron muestras de cada una de las 

compostas para su posterior experimentacion, observando ciaramente que aun despues 

de 120 dias de intemperizacion en las condiciones de Chapingo los tratamientos no 

tenian un buen grado de compostacion. Por esta razon fueron examinadas solo las 

compostas con 90 y 120 dias de intemperizacion; a estas se les determine> su grado 

de fitotoxicidad in vitro, su habilidad supresiva contra F. roseum en condiciones de 

invernadero, ademas de una prueba para detectar sustancias inhibitorias a F. roseum. 

2.6. Prueba de fitotoxicidad in vitro 

La fitotoxicidad de las compostas fue probada in vitro por medio del metodo de 

Zucconi et. al, (1981 a, b) citado por Pera y Filippi (1987) y Filippi et. al, (1990). 

Consiste en preparar extractos acuosos de Ia composta siguiendo una relacion 
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volumen/volumen, el extracto es pasado a traves de papel filtro, luego en cajas Petri se 

coloca papel f'dtro al cual se le agregan 2 ml del extrado. Posteriormente se sembraron 100 

iemillas de Lepidium sativum. De cada sustrato se bicieron cuatro repeticiones y un testigo 

tton agua destilada. 

2. 7. Prueb~ para detectar sustancias inhibitorias a F. roseum 

Se tomo un disco de papel filtro y se sumergio en el extracto acuoso de Ia composta, 

luego se coloco en el fondo de una placa Petri, agregandole medio Waksman agar con 

0.7% de agal1" (Apendice 1) y dejandola por 4 a 5 minutos a temperatura ambiente; 

pasado este tiempo las placas se inocularon con una suspension de conidios de F. 

roseum y se incubaron por 24 a 48 h a temperatura ambiente. La presencia de inhibidores 

se noto por Ia presencia o ausencia de halos de inhibicion en las placas; Ia prueba consto 

de cinco piacas por composta y un control con agua esteril. 

2.8. Evaiuacion de Ia capacidad supresiva de las compostas en condiciones de invernadero. 

Con este trabajo se pretendio observar Ia capacidad supresiva del bagazo de caiia, 

aserrin de madera, paja de trigo y cascarilla de arroz con 90 y 120 dias de compostacion. 

Para esto, se preparo una mezcla por separado con cada uno de los materiales 

intemperizados, Ia cual consto de 80% de suelo esterilizado (como se cito anteriormente) 

mas 20% del material compostado; de cada material se ilenaron diez macetas, el volumen 

tot~d de cada mezcla fue inoculado con 3000 ufc/ml de mezcla, tambien se incluyo un 

testigo positivo que consto de suelo esteril inoculado a Ia misma concentracion (Filippi y 

Pera, 1987; 1990). Veinticuatro horas despues de Ia inoculacion en cada maceta se 

trasplantaron cuatro esquejes de Ia variedad White Sim con tres semanas de 

enraizamiento. El porcentaje de mortalidad de las plantas de clavel se calcuio por medio 
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de una inspeccion visual efectuada cada 15 dias; a todas las plantas muertas se les practico 

una necropsia con Ia finalidad de reaislar el patogeno, usando PDA para el crecimiento 

y esporulacion del agente causal. 

2.9. Multiplicacion masiva de Fusarium roseum 

La cepa empleada en el experimeto fue reaislada de las pruebas de 

patogenicidad. Diversas metodologias fueron usadas, pero solo se describen las que 

dieron mejores resultados, estas son: Incremento de Fusarium roseum en bolsas de 

polipapel con maiz, y Ia propuesta por Pera y Calvet en 1989, a Ia cual se le hicieron 

algunos ajustes, que consistieron en lo siguiente: se preparo un medio a base de tejidos 

de clavel cortados finamente, Ia mezcla se distribuyo a razon de 750 ml en matraces de 

1000 ml y se ajusto a 50% con agua destilada en relacion peso a peso. Se esterilizo dos 

veces a 120 °C durante una bora a intervalos de 24 hr, 24 hr despues de Ia ultima 

esterilizacion se agrego a cada matraz cinco discos de 5 mm de diametro de una 

colonia de F. roseum de ocho dias de edad cultivada en PDA, incubando a 25 °C y 

agitando cada 3 dias para tener un crecimiento uniforme de Ia colonia a traves del 

medio. Despues de 28 dias el medio se esparcio en capas delgadas en una bandeja y se 

seco a 25 °C por cinco dias. Los cultivos secos se mezclaron con perlita esteril (1:10 v/v) 

y se almacenaron a 5 °C. 

Preparation de bolsas de polipapel con F. roseum. El polipapel es un material 

que soporta Ia presion y Ia temperatura de esterilizacion; por esta razon fue 

seleccionado para este experimento. En una bolsa de polipapel se colocaron 500 ml de 

maiz, previamente lavado, mas 50 ml de agua, se sometio a esterilizacion durante dos 

horas, se dejo enfriar y se inoculo con cinco mililitros de suspension de conidios 

obtenidos de una colonia de nueve dias de edad, desarrollada en PDA. 
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2.10. Aisiamiento de agentes biocontroladores 

Para aislar los posibles agentes biocontroladores existentes en Ia rizosfera del clavel, 

se tomaron 20 muestras de suelo procedentes de diferentes invemaderos y campos de 

clavel de Villa Guerrero, Estado de Mexico; las muestras fueron transportadas y 

almacenadas en boisas de polietileno, conservandolas a temperatura ambiente. 

El metodo empleado foe el de dilucion en placa (Olivas, 1970; Nunez, 1980; Dingra y 

Sinclair, 1985). DidiO metodo consiste en disolver 10 g de suelo y 90 ml de agua destilada 

esterii, se agits con un agitador magnetico durante 20-30 minutos, se deja reposar, se toma 

una alicuota de 10 ml de suspension colocandola en 90 ml de agua destilada; luego se agita 

por un minuto y se transfiere en 10 ml de Ia suspension en otros 90 ml de agua destilada 

esteril; esta operacion se repite basta obtener !a dilucion deseada. En general, Ia dilucion 

convenien~e es de to-3 a 10-4 para actinomycetes, to-6 a to-S para bacterias y t0-4 a 

to-5 para bongos. 

Se dispers6 1.n1 miiiiitro de Ia suspension sobre la superficie de Ia caja con medio de 

cultivo, Ia rotacion o inclination facilito Ia dispersion uniforme sobre el agar, ademas se 

agregaron unas gotas de una suspension de conidios de una colonia de Fusarium 

roseum de 15 dias de edad, reaislada de las pruebas de patogenicidad; las cajas se 

incubaron a 25 °C. Se empiearon los medios selectivos Czapek, para actinomicetos; Agar 

nutritivo, para bacterias; y Peptona dextrosa acido, para bongos (Ver sus formulas en el 

A pen dice). 

Los organismos que mostraron una reaccion de antibiosis a F. roseum fueron 

aislados y multiplicados; posteriormente, se bioensayaron en cajas Petri, rayando las 

bacterias y colocando en los extremos una rodaja de 5 mm de diametro con el bongo, Ia 
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prueba se efectuo por triplicado. Las cajas se incubaron a 25 °C durante nueve dias, 

tiempo que tardo el control (Fusarium solo) en llenar Ia caja. La iectura se tomo a los nueve 

dias. A Ia cepa numero 13, que ofrecio los mejores resultados, se le efectuo una tercer 

prueba de efectividad, usando 10 placas inoculadas en Ia forma que se cito anteriormente. 

2.11. Identificacilm de Ha cepa baderiana No. 13 

La !bacteria lfue identificada en ei Laboratorio de Bacteriologia del Colegio de 

Postgrad uadaos. 

2.12. Prueba de Ia termoestabilidad del metabolito bacteriano 

La termoestabilidad del metabolito bacteriano a Ia esterilizacion se establecio 

evaluando Ia capacidad de crecimiento de F. roseum sembrado en Agar nutritivo. Las 

colonias «<e mneve dias de edad fueron sonnetidas al autoclave a 120 lb de presion 

durante 15 minutos. Una vez solidificado ei medio, se sembro en cada caja una rodaja de 

cinco milimetros de dhimetro de una coionia de ocho dias de edad de F. roseum. IT...a~s 

lecturas del diametro fungoso se evaluaron a los seis y ocho dias de hecha Ia siembra. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1. Identificaci6n de los organismos aislados 

La colonia aislada de Ia variedad Flamingo mostr6: un micelio algodonoso de 

color blanco y una tincion del medio de color violeta ligeramente obscuro (Figura 3). AI 

microscopio se observaron conidi6foros alargados, microconidios pequeiios, elipticos y 

fonnando cadenitas, macroconidios angostos septados transversalmente, en forma de 

canoa y con pared delgada, no produjo clamidosporas . En base a estas estructuras y de 

acuerdo con las claves de Snyder y Hansen, citadas por Romero (1988), se trata de 

Fusarium moniliforme Snyder y Hansen. 

Las colonias aisladas de las variedades White Sim y Sir Arthur mostraron: 

micelio algodonoso color de rosa y una tinci6n del medio de color rosa, macroconidios con 

pie y terminaciones puntiagudas, form6 clamidosporas, y en cultivos viejos se observo 

una gran cantidad de esporodoquios y fue clara ia ausencia de microconidios. Estas 

caracteristicas corresponden a las de Fusarium roseum Snyder y Hansen (Figura 4). 

Cabe mencionar que este bongo fue aislado con mayor frecuencia en Ia mayoria de las 

muestras y las pruebas de patogenicidad fueron enfocadas particularmente a este 

organismo. 

A partir de Ia variedad Scania se aislo una colonia que presento micelio color 

blanco con aspecto aigodonoso con tincion del medio de color violeta tenue que tiende a 

obscurecerse con Ia edad, fue notoria Ia presencia de microconidios pequeiios y 

elipticos, conidioforos alargados, form6 clamidosporas, sus macroconidios fueron gruesos 

no puntiagudos con pared gruesa. Estas estructuras son similares a las de Fusarium 

solani Snyder y Hansen (Figura 5). 
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De Ia variedad Vanesa, aparentemente resistente a nivel de campo, se aislo un 

bongo que produjo: un micelio algodonoso de color de rosa y una tincion del medio color 

rosa tenue, el cual produjo conidioforos alargados, microconidios pequeiios elipticos, 

fonno clamidosporas intercalares, desarrollandose incluso entre las celulas de los 

macroconidios, los macroconidios eran finos, alargados, puntiagudos y con pared 

delgada. Todas estas estructuras describen a Fusarium oxysporum Snyder y Hansen 

(Figura 6). 

La presencia de diferentes patogenos se ha correlacionado con diversas 

enfermedades radicales del clavel. Fosberg (1963) asegura que Ia lesion causada por R. 

solani es invadida por patogenos secundarios, pudiendose desarrollar una podredumbre 

mas obscura. De acuerdo con English (1974), a menudo Fusarium culmorum coloniza las 

lesiones producidas porIa "viruela del clavel" causada por R. solani 

3.2. Pruebas de patogenicidad 

Durante estas pruebas los primeros sintomas fueron observados a los 40 dias 

posteriores a Ia inocuiacion, aunque algunas plantas manifestaron sintomas basta despues 

de 70 dias. De las plantas enfermas se tomaron trocitos de material infectado, los cuales 

se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio a 1%, se secaron en papel y se 

sembraron en caja de Petri con PDA y se incubaron a 25 °C. El bongo recuperado, 

usando las claves de Snyder y Hansen, citadas por Romero (1988), fue identificado 

como Fusarium roseum (Figura 7), lo cual concuerda con lo citado por Michael y Nelson 

(1973); Espinoza (1973), Nunez (1978) y Murguia, (1992), en el sentido de que esta 

especie de Fusarium es Ia principal causante de Ia "dormilona del clavel". 
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3.3. Pruebas de fitotoxicidad in vitro y detecccion de sustancias inhibitorias del crecimiento 

de F. roseum. 

Las pruebas de fitotoxicidad, in vitro, de los sustratos resultaron negativas, 

teniendo una genninacion media de 90% de las semillas de Lepidium sativum (Figura 10). 

Ademas, se establece que en las mismas compostas no se encontraron presentes sustancias 

que inhibieran el crecimiento de F. roseum. Resultados similares fueron obtenidos por 

Spencer y Benson (1982) concluyendo que los extrados acuosos no esterilizados de Ia 

composta de aserrin de pino y madera dura permiten una alta produccion de esporangios 

de Phytophthora citricola y P. cinnamomi. Se ha observado que varias compostas (no 

maduras) a base de aserrin liberan sustancias inhibitorias a varias especies de 

Phytophthora, siendo notorio que las compostas maduras no liberan inhibidores y una vez 

fria ocurre una nipida recoloni~acion por antagonistas especificos (Hoitink y Kuter 1985). 

Pera y Calvet (1989), al experimentar con las compostas de pino y orujo de olivo-piedra 

pomez, aseguran que sus extractos no afectan el desarrollo in vitro de F. oxysporum f. sp. 

dianthi raza 2. 

3.4. Evaluacion de la capacidad supresiva de las compostas a Fusarium roseum. 

En Ia Figura 11 se observa el efecto supresivo de las compostas con 90 dias de 

madurez, al analizarla observamos que el bagazo de caiia y el aserrin de madera 

lograron proteger al cultivar White Sim por 60 dias a un nivel de 90 y 80% de plantas 

vivas. Las observaciones entre 60 y 120 dias muestran que Ia proteccion decrecio 

rapidamente basta permitir una mortalidad de 85 y 90%, respectivamente. El efecto 

protector de los tratamientos cascarilla de arroz y paja de trigo foe bajo durante los 

primeros 60 dias posteriores al trasplante, con una mortalidad de 50 y 45o/o y mas bajo aun 

a los 120 dias, alcanzando Ia mortalidad de 95 y 100%, respectivamente. 
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Por otra parte, Ia Figura 12 muestra el efecto supresivo de las compostas con 120 

dias de madurez sobre F. roseum. El bagazo de cana y el aserrin de madera proporcionan 

un buen nivel de control de F. roseum basta los 60 dias, con 90 y 88% de plantas vivas. 

Durante los 60 dias restantes Ia mortalidad ascendio rapidamente basta alcanzar 

niveles de 80 y 85%, el porcentaje restante de plantas produjo tallos y flores sumamente 

raquiticos. Las compostas con base de cascarilla de arroz y paja de trigo mantuvieron 

un patron similar al observado en el tratamiento con 90 dias de intemperizaci6n; durante 

los primeros 60 dias se observ6 un nivei de proteccion de 55 y 60%, pero a los 120 dias 

posteriores al trasplante Ia mortalidad foe de 90 y 95%, respectivamente. 

El incremento de Ia poblaciones microbianas reduce Ia virulencia de los 

patogenos en el suelo a traves de su actividad antagonists; esta actividad puede ser por 

medio de Ia produccion de antibioticos, competencia por espacio y nutrimentos, 

produccion de cambios fisicos y quimicos en el suelo, etcetera (Cooky Baker, 1983; Elad, 

1984). 

Los resultados obtenidos, a nivel de invernadero, sobre el control de F. roseum 

usando las compostas de bagazo de caiia y aserrin requieren de ser confinnados y 

posterionnente tratar de transferir estos resultados al campo. 

Varios autores han observado un efecto supresivo de las compostas a base de 

aserrin de madera y otros materiales organicos contra bongos del suelo (Hoitink 

1980;Kuter, et al., 1983; Nelson y Hoitink, 1983). 

Pera y Filippi (1987), trabajando Ia enfermedad causada por F. oxysporum f. sp. 

dianthi, observaron resultados semejantes al usar composta de aserrin de madera a una 

proporcion de 20%. Para el caso del bagazo de caiia no se encontraron reportes que 
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apoyen o refuten ios resultados encontrados, y dada Ia cercania de Ia zona caiiera de 

Morelos es factible emplear el bagazo de caiia como una posible altemativa de control de 

F. roseum. 

Referente al patron de comportamiento de Ia fusariosis en claveles, algo similar 

fue observado por Pera, et. al. (1986) y Pera y Caivet (1987, 1989) en experimentos de 

invernadero donde se uso composta de madera para controlar Ia fusariosis producida por 

F. oxysporum f sp. dianthi Durante los primeros 60 dias posteriores al trasplante se 

observo un nivel de proteccion superior a 70%; denotando que el porcentaje de plantas 

muertas pu.ede alcanzar una mortalidad superior a 90% entre los 60 y 120 dias posteriores 

al inicio del experimento. Resultados similares son seiialados por Filippi et. al. en 1989 y 

1990, eilos explican este fenomeno con base en un estudio tempoespacial de los 

microorganismos presentes durante y despues de Ia compostacion. Luego del trasplante las 

poblaciones de bacterias, bongos y actinomycetos es alta durante los primeros 60 dias, 

decreciendo rapidamente despues de este periodo. Guda (1989) opina que el efecto 

antagonico de Ia composta se incrementa sustancialmente cuando el tratamiento es usado 

por dos aiios consecutivos. 

Filippi y Pera (1990), al experimentar con Ia accion supresiva de Ia composta de 

madera sobre F. oxysporum f sp. dianthi a diferentes temperaturas, encontraron este 

mismo patron de desarrollo, siendo mas marcado a 16 °C, temperatura cercana a Ia cual 

se desarrollo el presente estudio. 

Por su parte, Nunez (1978) sostiene que Ia aplicacion de 1% bagazo de cafe a Ia 

rizosfera del cia vel tiene un efecto significativo en Ia incidencia de Ia "dormilona del 

clavel", dando mejores resultados cuando se refuerza con 1% de benomyl. F. solani f. sp. 

solani seve limitado en su desarrollo cuando ei suelo es fortalecido con paja de cereales, 

30 



harina de alfalfa y/o melaza de caiia (Olivas, 1970). 

En el area floricola de Villa Gro., Mex. se puede implementar Ia rotacion con col, 

incorporando sus residuos o toda Ia cosecha, pues se ha observado que las sustancias 

volatiles que se liberan tienen un efecto letal sobre F. oxysporum f. sp. conglutinans raza 5 

(Ramirez-Villapudua, 1985). 

La production de tallos no comerciales en los tratamientos con algunas compostas es 

indicada por Filippi y Pera (1990), seiialando que las plantas protegidas tienen una 

apariencia similar al estres nutricional. Se puede hipotetizar que el estres depende de Ia 

deficiencia de macroelementos, principalmente nitrogeno; esta deficiencia es 

probabiemente debida a que ia fraccion zimogenica que se desarrolla mas de lo usual, 

consumiendo mas nitrogeno del suelo, por io cual provoca deficiencia de nitrogeno, en 

Iugar de digerir Ia celulosa presente en Ia composta. 

3.5. Multiplicacion masiva de Fusarium roseum 

Se emplearon diversas metodologias para Ia multiplication masiva del inocuio de 

Fusarium roseum, las tecnicas con las que mejores resultados se obtuvieron fueron las 

propuestas por Pera y Calvet 1987; y Ia de propagation en granos de maiz esterilizados. 

3.6. Identificacion del agente biocontrolador. 

Las 16 cepas bacterianas aisladas que mostraron cierto nivel de antibiosis fueron 

bioensayadas para seleccionar la(s) mejor(es). La gran mayoria fue poco eficiente en el 

control in vitro de Fusarium roseum; es decir, el bongo desarrollo en Ia placa Petri mas 

de 85% de Ia superficie total; motivo por el cual fueron excluidas del experimento. Por su 
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parte, Ia cepa No. 13 resulto sumamente agresiva pues, al hacer el cailculo del area de un 

casquete circular: A= (pi • .-2. n)/360 - (c (r-b))/2, 

donde: pi= 3.1415 

r=Radio 

n= Numero de grados 

c= Cuerda 

b=Aitura 

tenemos que F. roseum tuvo un desarrollo medio de 17.12% de Ia superficie de Ia placa, 

esto es igual a 10.41 em de un total de 60.82 em (Figura 8). 

La cepa numero 13 fue identificada como Bacillus subtilis (Figura 9). 

Michael y Nelson (1970), en una de las primeras referencias, bacen alusion al 

control biologico de F. roseum "culmorum" por medio de una bacteria que aislaron del 

suelo. Nunez (1978) seiiala Ia eficiencia de Bacillus subtilis para controlar a Fusarium 

roseum. Ademas, cita el efecto antagonico de ciertas cepas de Streptomyces y Trichoderma 

lignorum contra el mismo bongo. Segun estudios efectuados por Filippi et a/.(1984, 1985, 

1987 y 1989) en Italia, han demostrado Ia efectividad de Bacillus subtilis en el control de 

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. 

3. 7. Termoestabilidad del meta bolito bacteriano 

Se establecio evaluando Ia capacidad de crecimiento de F. roseum. Los resultados 

seiialan que el bongo sembrado en agar nutritivo conteniendo el metabolito solo, logro 

tener un desarrollo medio de 16.20% del area total de Ia placa; esto es igual a 9.85 em de 

un total de 60.82 em. La clara inhibition del crecimiento del bongo es un indicador de Ia 

termoestabilidad del metabolito bacteriano. El nivel de control se puede calificar como 
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bueno. Si pensamos en implementar una estrategia de manejo integrado de Ia 

enfermedad, Ia incorporacion de este metabolito resultaria de gral!l utilidad en Ia solucion 

del problema. 
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Figuras 3 (arriba) y 4 (abajo) • Aspecto de las colonias aisla­
das de las variedades de clave! Flamingo y White 
Sim. 
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VARIEDAD VANESA 

Figuras 5 (arriba) y 6 (abajo) • Aspecto de las colonias ais­
ladas de las variedades de clavel Scania y Vanesa~ 
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Figura 7. C¢1-<;m.i.a. reaislada de ·lqs · varl.edades White Sirn y 
Scania.(arriba), en la pa.t;'tede abajo se obser­
·va la.s.macroconidios c~rre~pondientes a Fu.6aJr..-i.um 
. Jt.o.6 eu.m ag-ente casual 0 de la '.'dorrnilona del cla-vel1'·.· .• 
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Figura 8. Panoramica del bionsayo efectuado con Baeillah 

hab.:t.ili.6 cepa No. 13 y Fahaltiam ltOhe.am Snyder y 

Hansen. Notese que el hongo detiene su crecimien 

to debido a la accion de ciertas sustancias excre 

sadas por la bacteria. 
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Figura 9. Crecimiento de la cepa bacteriana No. 13 Corres­
pondiente al genero Baeillu~ sp. y su aspecto de 
la suspension bacteriana (derecha) . 
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Figura 11. Efecto supreslvo de las compostas con 90 
d(as de madurez sobre Fusarium roseum. 
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4. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente: 

1. El principal patogeno de Ia "dormilona del clavel" es Fusarium roseum (Lk.) Snyder y 

Hansen. 

2. Las pruebas in vitro seiialan a Bacillus subtilis como un excelente organismo para 

controlar biologicamente a Fusarum roseum. 

3. Las compostas a base de bagazo de caiia y aserrin de madera, con 90 y 120 dias de 

madurez, no mostraron fitotoxicidad in vitro. 

4. Bajo condiciones de invemadero el bagazo de caiia y el aserrin de madera protegieron al 

clavel contra Fusarium roseum durante los primeros 60 dias posteriores al trasplante. 

5. Las compostas a base de bagazo de caiia y aserrin de madera necesitan de 90 a 120 

dias de madurez para controlar Fusarium roseum a nivel de invemadero. 

6. Las compostas de paja de trigo y cascarilla de arroz no controlaron a Fusarium 

roseum. 

7. Las pruebas de fitotoxicidad in vitro de las cuatro compostas y Ia detecci(m de sustancias 

inhibitorias a Fusarium roseum resultaron negativas. 
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APENDICES 



APENDICE1 

Medio Waksman agar 

Ingredientes: 

Bacto casytone (Difco) 5 g 

Glucosa 10 g 

Extracto de came 3 g 

Bacto agar (Difco) 20 g 

Agua destilada 1 I 

Preparacion: Disolver por separado el bactoagar en 500 ml de agua y los 

ingredientes restantes en el orden citado en otros 500 ml de agua destilada, posteriormente 

son mezclados perfectamente y sometidos a esterilizacion durante 15 minutos a 120 Bb 

APENDICE2 

Medio Papa dextrosa agar (PDA) 

Ingredientes: 

Papas peladas y rebanadas 200 g 

Dextrosa 20 g 

A~r Wg 

Agua destilada 1 I 

Forma de preparar: Los trozos de papa son hervidos por una bora en 500 mH de 

agua destilada y el extracto es tamizado en tela de cielo. Por separado se disuelve el agar y 

Ia dextrosa en 500 ml de agua destilada. Se juntan todas las sustancias, se afora a un 

litro con agua destilada y se esteriliza a 120 lb durante 15 minutos. Se vada en cajas de 

Petri y se deja solidificar. 

Ingredientes: 

Extracto de carne 

Peptona 

Agar 

Agua destilada 

APENDICE3 

Agar nutritivo (AN) 

3g 

5g 

15 g 

1 I 

Preparacion: Despues de disolver los ingredientes en el agua d~stilada, se esteriliza 

a 120 lb durante 15 minutos. El medio esterilizado se dispensa en cajas de Petr"i y se 

deja solidificar. 
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APENDICE4 

Medio Czapek 

Ingredientes: 

(NB4 )2 so4 
NaN03 

K2 BS04 

MgS04 

NaCI 

FeS04 

Sucrosa 

Agar 

Agua destilada 

1.3 g 

3.0 g 

1.0 g 

0.5 g 

0.5 g 

O.Olg 

30.0 g 

15.0 g 

1.01 

Forma de preparar: Disolver el agar en 500 ml de agua destilada, enseguida se 

disuelven cada uno de los ingredientes restantes se afora a un litro con agua destilada y 

se esteriliza a 120 lb durante 15 minutos. El medio esterilizado se vacia en cajas de Petri y 

se deja enfriar. 

APENDICE5 

Medio peptona dextrosa acido 

Ingredientes: 

Glucosa 10 g 

Peptona 5 g 

KB2 P04 1 g 

Mg so4 .7u2o o.5 g 

Agar 15 g 

Agua 11 

Forma de preparar: Una vez hecha Ia solucion, se separa en fracciones de 100 ml y se 

esteriliza a 120 lb durante 15 minutos, se deja enfriar y se ajusta el pH a 3.8 agregando 

aseticamente una solucion 0.1 N de B 2 S04 . 
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