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RESUMEN

Ante la alarmante pérdida de efectividad de los agroquimicos para controlar a los
patogencs del suelo que atacan al clavel, se propone el presente trabajo para buscar
alternativas de control, con los siguientes objetivos: encontrar posibles ememigos
naturales de Fusarium roseum y evaluar a nivel de invernadero la capacidad supresiva de

cuatro materiales compostados durante 90 y 120 dias.

Se colectaron 20 muestras de suelo de la rizéosfera de clavel procedentes de
diferentes invernaderos ubicados en la zona floricola de Villa Guerrero, Estado de
México. De elias, se consiguid aislar y determinar la efectividad in vitro de una
bacteria caracterizada como Bacillus subtilis, 1a cual controia a F. roseum en 82.88%. Kl
metabolito bacteriano es termoestable y logré reducir el crecimiento in vitro de F. roseum

en 83.80%.

De los cuatre 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 un nivel de 90
y 80% de piantas vivas, observando un riapido detrimente en el nivel de protecciéon entre
los 60 y 120 dias posteriores al trasplante, hasta 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 nivel de proteccién de
90 y 88% de plantas vivas. Ademas, manifestaron un patrén de comportamiento similar
enire fos 60 y 120 dias posteriores al trasplante, alcanzando una mortalidad de 80 y

85%, el porcentaje restante logré producir tallos floraies sumamente raquiticos.

Las compostas a base de cascarilla de arroz y paja de trigo con 90 dias de madurez,
ofrecieron una baja proteccién durante los primeros 60 dias posteriores al trasplante, con
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una mortaiidad de 50 y 45%, a los 120 dias alcanzaron una mortalidad de 95 y 100%
respectivamente. Estas mismas compostas con 120 dias de madurez tuvieron umn
comportamiento parecido al observado en el tratamiento con 90 dias de intemperizacion;
durante los primeros 60 dias se observé un mivel de proteccién de 55 y 60%, Eogmmio
alcanzar a los 120 dias posteriores al trasplante una mortalidad de 90 y 95%

respectivamente,



1.INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

La industria agricola del clavel ha tenido un gran auge en los tltimos aiios, en su
cultivo se han invertido mis de 20,000 millones de pesos (Ortega, 1992). A esta actividad
se dedican un gran nimero de familias, ya que en condiciones favorables de desarrolio
es una planta ornamental econémicamente mas rentable que los basicos como el maiz,

trigo, frijol, etc. (Areliano, 1992; Comunicacién personal) (Figura 1).

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

Tlaxcala y Morelos.

La siembra de clavel se establece a la intemperie, empleando 40,000 piantas por
hectirea, con una distancia entre plantas de 25 centimetros, y entre surcos, de 100
centimetros. Cuando se establece en condiciones de invernaders es con una densidad de
180,000 plantas por hectirea; el alto nimero de plantas por metro cuadrado permite

obtener altos rendimientos.

La flor se comercializa principalmente en la Central de Abastos, el Mercado de
Jamaica en el D. F.; Mercado de Guadalajara; Tepic, Nay.; Culiacin, Sin.; Hermosillo,
Son.; Torreén, Coah. y Monterrey, N. L. (Ortega, 1992). La produccién de mas aita
calidad se canaliza al mercado de los Estados Unidos de Norte América

(Henkel, 1989).

Las condiciones 6ptimas para el desarrolio del clavel, son: suelos ricos con buen
drenaje, fertilizacién bien balanceada, labores de cultivo apropiadas y variedades que el
mercado exige. Estos factores también contribuyen al desarrollo de marchitez (Figura 2)

producida por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,la pudricién 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. Esie es un hongo que daia y
bloquea los haces vasculares del talio del clavel, ocasionando su marchitez y muerte. La
primera indicacién de ataque es el marchitamiento de los brotes mas jévenes, con
frecuencia los de un solo lado; como consecuencia, es comiin observar que el talio se
distorsiona o encorva hacia el lado afectado. Finalmente, el color verde del follaje
cambia a amarillo paja, indicando su muerte. Mediante un corte transversai del tallo puede
observarse que una parte del anillo xilematico tiene color café, lo cual es debido a que los
haces vasculares estin obstruidos por micelio y conidios del hongo, asi como por algunas
sustancias gomosas que impiden la circulacién del agua y otroes nutrimentos esenciales
para Ia planta. De esta manera, la planta se marchita y muere. Las raices permanecen
intactas. Los sintomas de marchitez por Fusarium se desarrolian mds rapida y

severamente durante el verano cilido (Romero, 1992).

Pudricién del tallo causada por F. roseum f. sp. cerealis. El clavel es muy
susceptible al ataque de este hongo en la fase propagativa y, en menor grado,
inmediatamente después del trasplante. Las piantas enfermas se marchitan y mueren a
causa de la pudricién del tallo al nivel del suelo. Las lesiones avanzan de la superficie a la
parte interna, resquebrajando la corteza, y a medida que aumentan, van adquiriendo
una coloracién rosicea y apariencia seca; el xilema no se decolora. Ademis de la base

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

Pudricién del talio por Rhizoctonia solani. Este hongo ataca preferentemente a ias
plancas jovenes, y los sintomas aparecen de una a seis semanas después de la plantacién.
El primer sintoma es generalmente el marchitamiento de la planta atacada y las hojas

ripidamente se tornan de color verde grisiceo. Normalmente las raices no son atacadas,
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Figura 1. Vista general de una explotacidn comercial de clave i.

Figura 2. Sintomas producidas por Fusarium spp. en clavel.



pero suele desarrollarse una lesién a mivel del rizoplano o justamente por encima. La

lesién al principio es seca, corchosa y de un color marron palido.

Una vez establecido el hongo en la corteza, crece e invade la médula, donde forma
unas estructuras negras de forma irregular llamadas esclerocios. Cuando el suelo
permanece himedo por varios dias aparece superficialmente parte del micelio del hongo en
forma de filamentos gruesos de color café, pero cuando el tejido dafado llega a ser
colonizado por orga;iismos secundarios, puede desarrollarse una podredumbre mas
oscura (Fosberg, 1963). English (1974) menciona que a menudo Fusarium culmorum

coloniza las lesiones producidas por la "viruela del clavel" R. solani.

Michael y Nelson (1972) seiialan a F. roseun (LK) Snyder y Hansen "culmorum”
como Ia causa de la pudricién basal del tallo del clavel (Dianthus cariophylius L.). Estudios
efectuados en Meéxico por Espinoza, en 1973; Nuiiez, en 1978 y Murguia, 1992, indican
que el agente etiologico de la "dormilona del clavel” es Fusarium roseum (LK.) Snyder y

Hansen.

Para el control de patogenos del suelo se han impiementade diferentes medidas,
las cuales involucran patrones libres de enfermedad, tratamiento quimico al suelo,
produccién de material vegetativo en medio de cultivo aséptico, produccién de variedades
resistentes, etc. (Baker, 1980); también, se ha investigado e intentado el control biolégico,
adicionando al suelo microorganismos antagémicos o sustratos  que  estimulen el
desarrollo de éstos (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).



1.1. Control biologico

Kl antagonismo es un fenémeno natural, el cual juega un importante papel en la
interaccion de microorganismos del suelo; en lineas generales, puede ocurrir [;or
parasitismo, antibiosis y competencia (Elad et. al. 1984). La actividad antagdnica de los
microorganismos benéficos reduce la actividad y/o densidad del inéculo de los

fitopatégenos del suelo, disminuyendo sustancialmente su potencial de causar enfermedad.
1.1.1. Micoparasitismo.

Los micoparasitos pueden penetrar la pared celular del hospedante por medio
de diferentes mecanismos; el mads sobresaliente es mediante la 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 la pared celular del hospedante por medio de
enzimas como la B (1, 3) glucanasa y quitinasa. Su habilidad para controlar les
organismos fitopatégenos del suelo dependerd de los niveles de produccién de enzimas

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

Después 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 potencial como biocontroladores fue realizada por Papavizas en 1985.

El biocontrol eficiente de Rhizoctonia solani en Phaseolus vulgaris depende en gran
medida de la reacciéon del suelo y la concentracién del inéculo del patégeno. Marshal, en

1982, inoculé semillas de frijol cv Blue Lake con wuna suspensién de 1x106 conidios
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de T. harzianum , y al sembrarios en suelo infestado cor R. solani a una proporcién de
0.035-0.318 g/kg a un pH de 3.5 y 5.6; obtuvo los mejores resultados cuando el frijol

se desarrollé a un pH de 3.6.

T. hamatuns es activo como hiperparisito contra R solani 'y Sclerotium rolfsii; su
interaccién hifal ha sido estudiada a nivel de microscopio electrénico de sondeo. En
cultivos duales, 7. harzianum/S. rolfsii, se ha detectado tanto en suele como en
cultivos in vitro una aita concentracién de # (1,3) glucanasa y quitinasa, en comparacién
con las bajas concentraciones encontradas en los cultivos por separado (Elad, et al., 1983).
La actividad micoparasitica también se ha observado en Serratia marcescens , la cual se
desarrolla sobre la pared celular de S. rolfsii usando f glucanasay quitinasas como medios
de penetracién; ademis, emplea como fuente de carbén la quitina y la lignina

(Ordentlich, 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 la cosecha de melones 53%, y la de tomates, en 34% (Sivan y
Chet, 1985). En trigo puede reducir la enfermedad causada por F. culmorum hasta en
83% (Chet, 1987). Sivan y Chet (1989) cubrieron semilias de Gossypium barbadense cv
Pima y Cucumis melo cv 56 con una supensién de 5 x 10% esporas por mililitro de T.
hamatum; colateralmente enriquecieron suelo com clamidosporas de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum 'y F. oxysporum f. sp. melonis, fortificaindolo con diferentes concentraciones
de glucesa y asparagina; la mixima germinacién de ciamidosporas fue obtenida en suelo
enriquecido con 0.4 mg de glucosa y 0.08 mg de asparagina por gramo de suelo. T.
harzianum redujé significativamente la germinacién de clamidosporas de ambas especies,
observando que la inhibicién fue nulificada a concentraciones de 03y 0.06 mg/g de suelo

con glucosa y asparagina.



En Kgipto, en condiciones de campo, se¢ observé que una cepa de Talaromyces
Slavus redujé entre 67 y 76% la marchitez de ia berenjena causada por Verticillium dahliae,
incrementando el pese de Ia cosecha entre 18 a 54%, y el nimero de frutos, en 22 a 7'1%

{Marois, et. al., 1982).

Teratosperma oligandrum reduce hasta en 94% la densidad de indcuio de
Sclerotinia minor y Coniothirium minutans, y también ejerce una reduccién intermedia
del numero de esclerocios en el suelo, el efecto persiste por 30 semanas (Adams, 1989).
Gees y Coffey (1989) afirman que aigunas cepas de Myrothecium roridum logran

controlar a Phytophthora cinnamomi en aguacate.
1.1.2. Competencia.

El mds grande motivo de compeiencia es por susiraios en el suelo, especificamente
por ciertos michos ecoldgicos (Baker, 1980). En la mayoria de los hongos del suelo les
elementos mayores son esenciales para Ia germinacion de sus propdgulos; por ejemplo,
algunas cepas de Pseudomonas spp. pueden crear deficiencia de carbén en el medio, de
tal forma que inhiben la germinacién de algunos aisiamientos de F. oxysporum, F.
solani, y F. graminearum. Se ha observado que ciertas cepas de Pseudomonas
Sluorescens producen gran cantidad de componentes quelantes conocidos comeo
sideréforos (Alad, 1985) que al limitar el suministro de catienes, inhiben la germinacion de
clamidosporas de F. oxysporum f  sp. cucumerinum al competir por Fe®3,
contrarrestando la inhibicion de la germinacion al corregir Ia deficiencia (Smeh, ez al.,

1984).



1.1.3. Antibiosis.

Se ha demostrado en campo y Iaboratorio que muchos microorganismos
producen sustancias que inhiben el crecimiento y desarroiio de otros. La capacidad de
generar estos productos antimicrobiales le permite ai antagonista colonizar mas rapido,
competir por nutrientes y espacio en la rizésfera (Cook y Baker, 1983; Elad, 1985). Asi,
podemos citar a Pseudomonas fluorescens cepa PF-5, Ia cual produce una sustancia
antibiética conocida como Pirrolnitrina (4,5-dicloro-1,4-pirrol-2-y 1-2- dihidroxifenil
ketona) antagénica a Pythium ultimum 'y otros patégenos de la semillas del algodén
(Howell y Stipanovic, 1979 y 1980). T. harzianum produce sustancias que inhiben el
desarrolio de Pythium aphanidermatum, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani (Sivan, et.
al., 1984). Pythium numm parasita diversos hongos y es capaz de inhibir ia produccién de
esporangios en diversas especies de Pythium (Elad, et. al., 1983). Kempf y Wolf (1989),
al cratar semiillas de trigo conm una suspensién bacteriana de Erwinia herbicola,
lograron suprimir en 90 % la enfermedad causada por Fusarium culmorum; ademas,
cuando las hojas fueron tratadas con un incremento de 1-2 x 105 ufc/ml, también se logréd

controlar la infeccién producida por Puccinia recondita f. sp. tritici.
1.1.4. La compostacién y su relacién con el conirol de enfermedades.
1.1.4.1. Ventajas y desventajas de la compostacion.

La compostacion es una pactica agricola necesaria por varias razomes, las mas
importantes son: reduce la proporcion carbono-nitrégeno, elimina muchos organismos
patégenos, desdobla sustancias fenélicas, especialmente los monoterpenoides, los cuales
son toxicos a la plantas. Sin embargo, cuando se desarrollan plantas en composta

pueden surgir varios problemas debidos a inmovilizacién de nitrégeno, causada
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por microorganismos, repercutiendo en una deficiencia de N; ademds, pueden ocurrir
altos niveles de Mg, conduciendo a una toxicidad por Mg ylo deficiencia de Fe; la
capacidad hidrica se ve descompensada, pudiendo ser mejorada por la adicion de varios
materiales p.e. perlita, vermiculita, etcétera. Las compostas inmaduras a base de madera
son altas en celulosa y retardan el crecimiento por inmovilizacién del N (Hoitink et. al.,
1985), el proceso de cpmpostaci(m tiene influencia sobre las propiedades fisicas y
quimicas de la composta, asi el espacio poroso total es bajo, reduciendo el porcentaje
volumétrico de aire, lo cual puede producir condiciones anaerébicas en la rizésfera, por
lo que se recomienda el uso de acondicionadores para mejorar las propiedades del sustrato
(Pages, et al., 1985). Tradicionalmente se han usado diversas compostas a base de aserrin
de diferentes arboles, turba, suelo tratado con calor hiamedo, etcétera; recientemente,
se ha industrializado su produccién, extendiéndose 2 cultivos como el clavel y las
hortalizas (Louvet, 1981). Las composta a base de aserrin de madera y otros desechos
orginicos han reemplazado a muchos de los sustratos usados tradicionalmente en la
floricultura (Hoitink, 1980). Algunas de estas compostas suprimen a diversos e importantes
patégenos del suelo, eliminando parcialmente la necesidad de esterilizar el sustrato y los
efectos negativos de los fungicidas. La infeccion no es completamente prevenida por la

composta.

Los componentes orginicos usados en la manufacturacién de compostas afecta la
severidad de las enfermedades producidas por patogenos del suelo. Varias de las
compostas a base de aserrin liberan sustancias inhibidoras a varias especies de
Phytophthora. Pero se ha observado que las compostas maduras no liberan
inhibidores, y una vez fria ocurre una ripida recolonizacién 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 patégenos, observindose que el

efecto debido a sustancias que libera la composta puede desaparecer gradualmente
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después de la compostacién (Hoitink, 1980; Nelson y Hoitink, 1983).
1.1.4.2. Cambios bioquimicos en el sustrato durante la compostacién.

Estaun y Calvet (1985) analizaron por medio de cromatografia de gas y
cromatografia liquida de alta resolucién los cambios cuantitatives en acidos grasos,
acidos orginicos y fenoles ocurrides durante Ia compostacién del orujo de olivo;
advirtiendo una reduccién progresiva en los niveles de concentracion de estas tres
fracciones. Después-de 120 dias de ' compostacion ninguna de estas sustancias fitotoxicas
fue detectada por medio de los métodos usados. Otros trabajos revelan que durante el
proceso de compostacién. del orujo de olive por un periodo de 70 dias y condiciones
controladas, se observaron cambios cuantitativos en la flora microbial, los cuales fueron
ligados a factores fisicos y quimicos. En general, durante el proceso las levaduras
decrecen gradualmente mientras que las bacterias y hongos tienden a estabilizarse
después de un periodo de fluctuacion correlacionado com la temperatura. Los
actinomycetes fueron detectados sélo en un corto periodo después de un mes de
compostacion (Pera, et al., 1986). Los dcidos organicos y grasos decrecen
progresivamente y el pH incremeta de 5.9 a 7.5, es notorio que la germinacién de semillas
de pepino y lechuga es baja en composta de orujo de olivo con 63 dias de madurez, por la
presencia de 400 ppm de dcido acético; pero no advirtiendo fitotoxicidad en compostas

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

La corteza de pino es un sustrato de crecimiento comiin de varias ornamentales;
muchos floricultores prefieren usar la corteza de pino compostada, a causa del pobre
crecimiento obtenido cuando se usa fresca, por lo cual se sugiere la compostacion
reforzada con nitrégeno para proveer las necesidades de Ias plantas y miéroorgam“smos

(Cobb y Keever, 1984).
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1.1.4.3. Las compostas y su acciéon supresiva sobre diferentes patégenos

del suelo

Van Assche y Uyttebroeck (1981) aseguran que la composta a base de desechos
domeésticos-suelo arenoarcilloso en una proporcién de 24:76 (V/V) redujo la infeccién
causada por Rhizoctonia solani en frijol, también fue notorio el detrimento de la

incidencia de la 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 solani. Este mismo medio esterilizado
por calor y reforzado con Thichoderma harzianum no redujo la viabilidad de los
propagulos. Estos autores opinan que la supresién de Rhizoctonia en medio de aserrin con
11 semanas de madurez es producida por ia actividad microbiana, mientras que los bajos
niveles de supresion en la composta verde (menos de 11 semanas) pueden estar

involucrados inhibidores quimicos.

En un bioensayo Kwok, et. al. (1987) probaron por separado la habilidad supresiva
de la composta de encino (Quercus spp.) enriquecida con ocho diferentes
microorganismos. La combinacién de algunas cepas bacterianas como Enterobacier
cloacae, Flavobacterium bolostinum, Pseudomonas fluorescens, P. putida, P. stutzeri con
Trichoderma hamatum fueron considerablemente mds efectivos en ia supresion de R.
solani, en comparacion con el hongo solo. Por su parte, Hung y Heitink (1990)
aseguran gque la capacidad de T. hamatum para suprimir a R solani varia
significativamente cuando Ias 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 la zona de compostaciéon 50-60 °Cy mayor de 60 °C,

argumentando que la reduccion de la eficiencia de T. hamatum puede estar relacionada a
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un componente especifico o subespecifico de la microfiora asociada a cada temperatura.

Spencer y Benson (1982) evaluaron en laboratorio e invernadero la
capacidad supresiva de las compostas a base de aserrin de pino, madera dura y turba
conira Phytophthora cinnamomi; observaron que la composta de madera dura resultd
mis efectiva. La composta de pino suprimié y retardé mas la enfermedad a un pH de 4.5
que a 6.0. Los suelos arenosos y limosos reforzados con composta de pino resultaron menos
supresivos. Generalmente la produccién de esporangios de Phytophthora citricola y P.
cinnamomi fue alta en extractos no estériles, a comparacion con los esterilizados,

donde Ia produccion de esporangios fue baja.

Por su parte, Pera y Calvet (1989) ensayaron la capacidad supresiva de tres
compostas contra F. oxysporum f. sp. dianthi raza 2, haciendo mezclas por separado (1:1
V/V) 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 CaCOj3;
ellos usaron esquejes de clavel cv Lena trasplantados en las compostas inoculadas con 104
ufc/cm3 de F. oxysporum f. sp. raza 2. Después de cinco meses las compostas de orujo
de olivo-piedra poémez y composta de pino observaren una incidencia de 20 y 40%,
respectivamente. Ademas, los extractos acuosos no afectaron el desarrollo in vitre de F.

oxysporum f. sp. dianthi raza 2.

Couteaudier y Alavauvette (1981) afirman que la receptividad de un sustrato
refleja el efecto global de los factores abidticos y bi6ticos. El nivel de receptividad de los
sustratos puede ser alterada por la adicién de pequeiias cantidades de suelo

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

Michel y Nelson (1972) sefialan que Fusarium roseum ‘culmorum'’ fue controlado

eficientemente in vitro e in vivo por una bacteria gue 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 la cantidad de actinomicetos presentes en su rizosfera. Aislando el mayor numero de
antagonistas de las variedades resistentes, ademds de lograr un control mis o menos
eficiente de la enfermedad mediante la adicién de paja de cereales, harina de alfalfa y

melaza de cafia al suelo.

Naiiez y Romero, en 1980, al efectuar un estudio microbiologico de la
rizésfera del clavel, encontraron que Streptomyces sp., Bacillus subtilis 'y T richoderma
lignorum mostraron antibiosis contra Fusarium roseum, 'y sefialan que el bagazo de café
es un sustrato adecuado para el desarrolio de microorganismos del suelo, pues los
actinomicetos son los principales productores de antibidticos, y que el tratamientc

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

Ramirez-Villapudda (1985) cita el efecto de la solarizacion y enmienda del suelo
con residuos de col (1% peso/peso), indicando que juntos reducen significativamente el

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

Pera y Filippi (1987) probaron la habilidad de la composta de aserrin para controlar
F. oxysporum f. sp. dianthi en plantas de clavel. El material fue compostado y previamente
inoculado con una bacteria antagénica en una proporcion 168 células/mi; la 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 al trasplante una proteccién de 60% en comparacién con el testigo
sembrado en suelo infestado. En cuanto el efecto protector de la composta no se encontré
diferencia significativa a las concentraciones 15 y 30% de composta. Fue notorio un
ripido incremento en el mimero de planias enfermas después de los 60 dias posteri(;res

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

Filippi y Pera (1989) analizaron el efecto supresivo de la composta de aserrin
esterilizada y no esterilizada sobre F. oxysporum f. sp. dianthi. La composta fue
mezclada con suelo infestado con 3000 ufc/g de suelo. Los mejores resultados se
obtuvieron con la composta esterilizada, atribuyendo la diferencia en proteccién a una
diferente proporcion de crecimiento de la fraccién zymogénica del suelo a consecuencia
de las diferentes cantidades de materia organica asimilable contenida en los dos tipos de
composta. También sefialan un rdpido incremento de la enfermedad después de los 60
dias posteriores al trasplante. En 1990, estos mismos autores que realizaron su
trabajo bajo condiciones experimentales semejantes y variando la temperatura del suelo
a 16, 23 y 30 °C, concluyen que la temperatura no tiene un efecto apreciable sobre la
patogenicidad de F. oxysporum f. sp. dianthi, y que la adicion apropiada de nutrientes a
la composta causa una respuesta favorable de la microfiora del suelo, la cual es
responsable de la proteccién efectiva durante los primeros 60 dias posteriores al
trasplante, por Io que seria recomendable una segunda inoculacién com organismos

antagoénicos al sustrato a los 40 dias después del trasplante.

Dentro de los hongos fitopatégenos, Fusarium es especificamente interesante para
la investigacién de control biolégico. En 1984, Filippi ef al. indicaron que la cepa MS51
de Bacillus subtilis es particularmente activa contra F. oxysporum f. 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 métodos; de ellos, la aspersién
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de la cepa MS51 sobre perlita ofrecié los mejores resuitados, siendo notorio que en este
tratamiento y el control trasplantado en suelo infestado a una proporcién de 3000 ufc/g se
observé un ripido incremento en el nimero de plantas enfermas después de los 60 (!ias
posteriores al trasplante. Las evidencias sefialan que la proteccion de las plantas de clavel
depende de la presencia fisica de B. subtilis M51 sobre las células de la raiz (Filippi, et al.,
1987; 1989).

En 1985, Filippi et al. probaron la actividad antimicética de 160 cepas bacterianas
habitantes de la rizésfera, encontrando que la cepa MS51, correspondiente al género
Bacillus, es activa contra varios hongos, entre ellos Fusarium oxysporum f. sp dianthi y
Fusarium roseum. F. oxysporum f. sp. dianthi es un patogeno del clavel, altamente
sensible a la inhibicién por Bacillus subtilis M51. La infeccién fue anulada durante dos

meses después del tratamiento de plantas con la bacteria.

Garibaldi (1989) afirma que los mejores resultados para controlar Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi se logran cuando se agrega (200 g/m? ) de cepas saprofiticas de
Fusarium aisladas de suelos supresivos o de la rizosfera de claveles silvestres. Los
antagonistas se pueden aplicar en suspensién de conidios o en una mezcia de granos de
trigo o trigo mis perlita inoculados con las cepas, encontrindose mejores resultados

cuando el control bioldgico 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 antagénica 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, em cambio Penicillium, desarrollado en paja

picada en condiciones no estériles, redujo la severidad de F. oxysporum [ sp. dianthi; el
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efecto antagénico se incrementa cuando el tratamiento es empieade por dos aiios

consecutivos (Guda, 1989).

En laboratorio se ha observado Ia actividad antagénica de bacterias del género
Pseudomonas. La bacterizacion del cultivar Pallas en condiciones de invernadero, reduce

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

La supresibn de microorganismos en suelos naturalmente infestados por medio
del reforzamiento del sustrato con sustancias orginicas ha sido considerado en las ultimas
décadas, y se ha convertido en una prictica interesante dadas las politicas actuales de
reducir ef uso de agroquimicos. Filippi ef al., (1989) estudiaron la importancia de la
asociacién microbiana en el control de fitopatégenos que atacan plantas de clavel. En
1990, Fiiippi, Bagnoli y Citterio evaluaron el efecto protector de algunas sustancias
orginicas 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,
hongos, actinomycetes y organismos celuloliticos; por el contrario, F. oxysporum f. sp.

dianthi y sus antagonistas no exhiben un desarrolio significativo.

Particularmente Filippi y Pera (1990) sefialan que las plantas protegidas tienen una
apariencia de estrés similar al estrés nutricional, argumentando que esto se debe a una
menor disposicion de nutrientes cerca de la raiz, causada por un incremento en la

poblacién micrebial, Ia cual requiere una mayor cantidad de nutrientes.
1.2. Control quimico de la enfermedad

Enla zona floricola de Villa Gro., Estade de México, comiinmente se han
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usado fungicidas para el control de la "dormilona del clavel”. Entre ellos, el benlate,
benomyl:(metil-1- buti! carbomoil)-2-benzimidazol carbamato; Busan 30, TCMC:
(tiosianato metiltio) benzotiazol y Tecto 60, thiabendazole: 2- (4-tiasolil) benzimidazol.
Pero son caros, ademis en poce tiempo (3-4 afios) pierden efectividad, debido a que no
todas las esporas som destruidas y las esporas remanentes forman riapidamente
poblaciones resistentes (Niifiez, 1978). En otras partes del mundo se ha evaluado Ia
sensibilidad de F. oxysporum f. sp. dianthi a la aplicacién de benzimidazoles al suelo;
después de varios afios se encontrdé que la dosis minima inhibitoria incrementé de 3.3 a
3.5 mg/ml, sobresaliendo que 1a raza 4 resulté menos sensible que otras, lo cual puede

atribuirse al desarrolio de cepas resistentes (Guling, et. al., 1986).

En México, les patégenos del suelo que atacan clavel se han convertido en un gran
problema que estd limitando Ia produccion de clavel en campo e invernadero,
incrementando los costos de cuitivo y ocasionando abandono del mismo. Esto se debe a la
pérdida de efectividad de los agroquimicos usados para su control, y a que son poces los
trabajos que se han efectuado para controlar enfermedades radicales por medio de

bioconiroladores.
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1.3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue encontrar posibles enemigos naturales de

Fusarium roseum (LK) Snyder y Hansen agente causal de ia ""dormilona del clavel”.
Evaluar, a nivel de invernadrero, la capacidad supresiva de cuatro materiales

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

dias.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Colecta de material infectado

El material fue colectado en Villa Guerrero, Edo. de Meéxico de plantas que
manifestaren sintomas tipicos de marchitez. Se tomaron muestras de cinco variedades
comerciales (Flamingo, White Sim, Vanesa, Scania y Sir Arthur) todas susceptibles en
mayor o menor grado, transportindolas en bolsas de plastico al Laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma de

Chapingo.
2.2. Aisiamiento y purificacion de patégenos

Los aislamientos se hicieron mediante desinfestacion superficial de trocitos de
material de la zona de transicién entre tejido sano y tejido enfermo, por un minuto en
hipoclorito de sodic a 1% y transferidos a cajas con medio de cultivo papa-dextrosa-
agar (PDA, Apéndice 2). Ademais, parte del material fue colocado en camara humeda y,
posteriormente, se efectuaron preparaciones semipermanentes para detectar los diferentes
agentes, colocando por separado en cajas Petri con PDA una rodaja de 5 mm de diametro
de cada uno de elios e incubando a 25 °C, durante 6 dias; luego, en un vial de vidrio con
agua estéril se preparé una suspensiéon de conidios diluyendo hasta poder contar ai
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 ellas, las colonias se incubaron a 25 °C por 24 a 48
k, observindolas continuamente al microscopio estereoscoépico. Una vez germinados los

conidios, fueron transferidos individuaimente a cajas con el mismo medio.

19



2.3. Pruebas de patogenicidad

Para efectuar estas pruebas se emplearon esquejes de la 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 México.

El sueio empleado como sustrato se esterilizé por una hora a 120 libras de presién,
dejandolo reposar durante 48 h; pasado este tiempo se sometié nuevamente a esterilizacién;
después de 24 h se trasplantaron cuatro esquejes por maceta, de cinco kg, con cuatro
repeticiones y un testigo, los cuales se inocularon 20 dias después, provocando una
herida en bisel cerca del callo de enraizamiento, aplicando un disco de 5 mm de una
colonia del hongo desarrollada en PDA com 15 dias de edad y obtenida

monosporicamente.
2.4. Identificacion de ios hongos patégenos

Del material colectado se obtuvieron y purificaron cuatro aislamientos de
Fusarium spp. con diferente hibito de crecimiento y coloracion del medio de cultivo. Para
la correcta identificacion se efectuaron preparaciones semipermanentes. Las
caracteristicas de cada cepa fueron observadas al microscopio compuesto. Su
identificacién se basé en ias claves de Snyder y Hansen, citadas por Romero (1988).

2.5. Preparacién de compostas

Los materiales organicos para la preparacién de las compostas fueron: bagazo de

caiia, aserrin de madera, paja de trigo y cascarilla de arroz.
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El aserrin se composté de acuerdo com lo propuesto por Kwork et al. (1987),
mejorando con 2 kg de niirato de amonio y 1.5 kg de urea por metro ciibico de material

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

Para el caso del bagazo de caiia, cascarilla de arroz y paja de trigo, se agregé 1.5 kg
de nitrato de amonio y un kilogramo de superfosfato simple, humedeciendo
posteriormente con agua equivalente a 55% del peso seco del material. Los residuos se
picaron finamente y se procedi6 a formar pilas de altura y longitud variable,
colocando una capa de 10 cm de espesor después una capa ligera del fertilizante; de esta
forma, al terminar se humedecié y compacté. Ademds, para que el proceso se efectuara
en forma éptima fue necesaric remover periédicamente la pila cada cinco dias para
proporcionar el oxigeno necesario para el desarrollo de microorganismos y regular la
temperatura de compostacion. A las pilas de los diferentes materiales se les determiné
periodicamente la temperatura, cuidando que ésta no excediera los 70 °C y manteniendo
la hamedad a 55%. Durante cuatro meses se tomaron muestras de cada una de las
compostas para su posterior experimentacién, observando claramente gue aun después
de 120 dias de intemperizacién en las condiciones de Chapingo los tratamientos no
tenian un buen grado de compostacién. Por esta razon fueron examinadas sélo las
compostas con 90 y 120 dias de intemperizacion; a éstas se les determind su grado
de fitotoxicidad in vitro, su habilidad supresiva contra F. roseum en condiciones de

invernadero, ademis 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 método 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 través de papel filtro, luego en cajas Petri se
coloca papel filtro al cual se le agregan 2 mi del extracto. Posteriormente se sembraron 100
semillas de Lepidium sativum. De cada sustrato se hicieron cuatro repeticiones y un testigo

con agua destilada.
2.7. Prueba para detectar sustancias inhibitorias a F. roseum

Se tomé un disco de papel filtro y se sumergio en el extracto acuoso de la composta,
luego se colocé en el fondo de una placa Petri, agregindoie medio Waksman agar con
0.7% de agar (Apéndice 1) y dejandola por 4 a 5 minutos a temperatura ambiente;
pasado este tiempo las placas se inocularon com una suspension de conidios de F.
roseum y se incubaron por 24 a 48 h a temperatura ambiente. La presencia de inhibidores
se noté por la presencia o ausencia de halos de inhibicién en las placas; la prueba consté

de cinco placas por composta y un control con agua estéril.
2.8. Evaluacién de la capacidad supresiva de las compostas en condiciones de invernadero.

Con este trabajo se pretendié observar la 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 preparé una mezcla por separado con cada uno de los materiales
intemperizados, la cual consté de 80% de suelo esterilizado (como se cité anteriormente)
mds 20% del material compostado; de cada material se lienaron diez macetas, el volumen
total de cada mezcla fue inoculado con 3000 ufc/ml de mezcla, también se incluyé un
testigo positive que consté de suele estéril inoculado a la misma concentraciéon (Filippi y
Pera, 1987; 1990). Veinticuatro horas después de Ia inoculacién en cada maceta se
trasplantaron cuatroc esquejes de la variedad White Sim con tres ‘semanas de

enraizamiento. El porcentaje de mortalidad de las plantas de clavel se calculé por medio
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de una inspeccioén visual efectuada cada 15 dias; a todas las plantas muertas se les practicéd
una necropsia con la finalidad de reaislar el patégeno, usando PDA para el crecimiento

y esporulacién del agente causal.
2.9. Multiplicacién masiva de Fusarium roseum

La cepa empleada en el experimeto fue reaislada de las pruebas de
patogenicidad. Diversas metodologias fueron usadas, pero s6lo se describen las que
dieron mejores resuitados, éstas son: Incremento de Fusarium roseum en bolsas de
polipapel con maiz, y la propuesta por Peray Calvet en 1989, a la cual se le hicieron
algunos ajustes, que consistieron en lo siguiente: se preparé un medio a base de tejidos
de clavel cortados finamente, la mezcla se distribuyé a razén de 750 ml en matraces de
1600 ml y se ajusté a 50% con agua destilada en relacion peso a peso. Se esterilizo dos
veces a 120 °C durante una hora a intervalos de 24 hr, 24 hr después de la ultima
esterilizacién se agregé 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 la colonia a través del
medio. Después de 28 dias el medio se esparcié en capas delgadas en una bandeja y se
seco a 25 °C por cinco dias. Los cultivos secos se mezclaron con perlita estéril (1:10 v/v)

y se almacenaron a 5 °C.

Preparacién de bolsas de polipapel con F. roseum. El polipapel es un material
que soporta la presion y la temperatura de esterilizacién; 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 dejé enfriar y se inoculé 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 bioccontroladores

Para aislar los posibles agentes biocontroladores existentes en la rizésfera del clavel,
se tomaron 20 muestras de suelo procedentes de diferentes invernaderos y campos de
clavel de Villa Guerrero, Estado de México; las muestras fueron transportadas |y

almacenadas en bolsas de polietileno, conservindolas a temperatura ambiente.

El método empleado fue el de dilucion en placa (Olivas, 1970; Niiiez, 1980; Dingra y
Sinclair, 1985). Dicho método consiste en disolver 10 g de suelo y 90 ml de agua destilada
estéril, se agita con un agitador magnético durante 20-30 minutos, se deja reposar, se toma
una alicuota de 10 ml de suspension colocindola en 90 ml de agua destilada; luego se agita
por un minuto y se transfiere en 10 mi de la suspension en otros 90 mi de agua destilada
estéril; esta operacion se repite hasta obtener 1a dilucion deseada. En general, la dilucion
conveniente es de 103 a 104 para actinomycetes, 106 a2 108 para bacterias y 104 a

10-5 para hongos.

Se dispersé un mililitre de la suspension sobre ia superficie de la caja con medio de
cultivo, la rotacién ¢ inclinacién facilito la dispersién uniforme sobre el agar, adem4s 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
incubaren a 25 °C. Se emplearon los medios selectivos Czapek, para actinomicetos; Agar
nutritivo, para bacterias; y Peptona dextrosa 4cido, para hongos (Ver sus formulas en el

Apéndice).

Los organismos que mostraron umna reaccion de antibiosis a F. roseum fueron
aislados y multiplicados; posteriormente, se biocensayaron en cajas Peiri, rayando las

bacterias y colocando en los extremos una rodaja de 5mm de didmetro con el hongo, la
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prueba se efectué por triplicado. Las cajas se incubarén a2 25 °C durante nueve dias,
tiempo que tardé el control (Fusarium soio) en lienar la caja. La lectura se tomé a los nueve
dias. A la cepa nimero 13, que ofrecié los mejores resultados, se le efectué una tercer

prueba de efectividad, usando 10 placas inoculadas en la forma que se cité anteriormente.
2.11. Identificaciéon de la cepa bacteriana No. 13

La bacteria fue identificada en el Laboratorio de Bacteriologia del Colegio de

Postgraduadaos.
2.12. Prueba de ia termoesiabilidad del metabeolito bacteriano

La termoestabilidad del metabolito bacteriano a lIa esterilizacién se establecié
evaluando la capacidad de crecimiento de F. roseum sembrado en Agar nutritive. Las
colonias de nueve dias de edad fueron sometidas al autoclave a 120 lb de presion
durante 15 minutos. Una vez solidificado el medio, se sembré en cada caja una rodaja de
cinco milimetros de diimetro de una colonia de ocho dias de edad de F. roseum. [Las

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

3.1. Identificacion de los organismes aislados

La colonia aislada de la variedad Flamingo mostré: un micelio algodonoso de
color blanco y una tincion del medio de color violeta ligeramente obscuro (Figura 3). Al
microscopio se observaron conidiéforos aiargados, microconidios pequefios, elipticos y
formando cadenitas, macreconidios angostos septados transversalmente, en forma de
canoa y con pared delgada, no produjé 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 tincién del medio de color rosa, macroconidios con
pie y terminaciones puntiagudas, formé clamidosporas, y en cuitivos viejos se observé
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 éste hongo fue aislade con mayor frecuencia en la mayoria de las
muestras y las pruebas de patogenicidad fueron enfocadas particularmente a este

organismo.

A partir de la variedad Scania se aisl6 una colonia que presenté micelio color
blanco con aspecto aigodonoso con tincion del medio de color violeta tenue gue tiende a
obscurecerse con la edad, fue notoria la presencia de microconidios pequefios y
elipticos, conidiéfores alargades, formé clamidosporas, sus macroconidios fueron gruesos
no puntiagudos con pared gruesa. Estas estructuras son similares a las de Fusarium

solani Snyder y Hansen (Figura 5).



De la variedad Vanesa, aparentemente resistente a nivel de campo, se aislé un
hongo que produjo: un micelio algodonoso de color de rosa y una tinciéon del medio color
rosa tenue, el cual produjo conidiéfores alargados, microconidios pequeiios elipticos,
formé clamidosporas intercalares, desarroilindose incluse entre las células 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 patdgenos se ha correlacionado con diversas
enfermedades radicales del clavel. Fosberg (1963) asegura que la lesion causada por R
solani es invadida por patégenos secundarios, pudiéndose desarrollar una podredumbre
mas obscura. De acuerdo con English (1974), a menudo Fusarium culmorum coloniza las

lesiones producidas por Ia "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 la inoculacién, aunque aigunas plantas manifestaron sintomas hasta después
de 70 dias. De las plantas enfermas se tomaron trocitos de material infectado, los cuales
se desinfectarén superficiaimente 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 hongo recuperado,
asando las claves de Snyder y Hansen, citadas por Romero (1988), fue identificado
como Fusarium roseum (Figura 7), lo cual concuerda con o citado por Michael y Nelson
(1973); Espinoza (1973), Nuiez (1978) y Murguia, (1992), en el sentido de que esta

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

de F. roseum.

Las pruebas de fitotoxicidad, in vitro, de los sustratos resultaron negativéls',
teniendo una germinacién media de 90% de las semillas de Lepidium sativum (Figura 10).
Ademds, 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 extractos acuosos no esterilizados de la
composta de aserrin de pino y madera dura permiten una alta producciéon 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 ne liberan inhibidores y una vez
fria ocurre una ripida recolonizacién 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. Evaluacién 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 analizaria 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 la protecciéon decrecié
rdpidamente hasta permitir una mortalidad de 85 y 90%, respectivamente. Ei efecto
protector de los tratamientos cascarilla de arroz y paja de trigo fue bajo durante los
primeros 60 dias posteriores al trasplante, con una mortalidad de S50y 45% y mis bajo aun

a los 120 dias, alcanzando la mortalidad de 95 y 100%, respectivamente.
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Por otra parte, la Figura 12 muestra el efecto supresivo de las compostas con 120
dias de madurez sobre F. roseum. Ei bagazo de cafia y el aserrin de madera proporcionan
un buen nivel de control de F. roseum hasta los 60 dias, con 90y 88% de plantas vivas.
Duranie los 60 dias restantes la mortalidad ascendio rdpidamente hasta alcanz’ar
niveles de 80 y 85%, el porcentaje restante de plantas produjo talios y flores sumamente
raquiticos. Las compostas con base de cascarilla de arroz y paja de trigo mantuvieron
un patrén similar al observado en el tratamiento con 90 dias de intemperizacion; durante
los primeros 60 dias se observé un nivel de proteccién de 55y 60%, pero a los 120 dias

posteriores al trasplante la mortalidad fue de 90 y 95%, respectivamente.

El incremento de la poblaciones microbianas reduce la virulencia de los
patégenos en el suelo a través de su actividad antagonista; esta actividad puede ser por
medio de la produccién de anmtibiéticos, competencia por espacio y nutrimertos,
produccién de cambios fisicos y quimicos en el suelo, etcétera (Cock y Baker, 1983; Elad,

1984).

Los resuitados obtenidos, 2 nivel de invernadero, sobre el control de F. roseum
usando Ias compostas de bagazo de caiia y aserrin requieren de ser confirmados y

posteriormente 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 orginmicos contra hongos del suelo (Hoitink

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

Pera y Filippi (1987), trabajando ia enfermedad causada por F. oxysporum f. sp.
dianthi, observarom resultados semejantes al usar composta de aserrin de madera a una

proporcién de 20%. Para el caso del bagazo de cafia no se encontraron reportes que
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apoyen o refuten los resultados encontrados, y dada la cercania de la zona caiiera de
Morelos es factible emplear el bagazo de cafia como una posible alternativa de control de

F. roseum.

Referente al patron de comportamiento de la fusariosis en claveles, algo similar
fue observado por Pera, et al. (1986) y Pera y Caivet (1987, 1989) en experimentos de
invernadero donde se usé composta de madera para controlar la fusariosis producida por
F. oxysporum f. sp. dianthi. Durante los primeros 60 dias posteriores al trasplante se
observé un nivel de proteccién superior a 70%; denotando que el porcentaje de plantas
muertas puede alcanzar una mortalidad superior a 90% enire los 60 y 120 dias posteriores
al inicio del experimento. Resultados similares son seialados por Filippi et. al. en 1989 y
1990, ellos explican este fenémeno con base enm un estudio tempoespacial de los
microorganismos presentes durante y después de ia compostacion. Luego del trasplante ias
poblaciones de bacterias, hongos y actinomycetos es alta durante los primeros 60 dias,
decreciendo ripidamente después de este periodo. Guda (1989) opina que el efecto
antagénico de la composta se incrementa sustanciaimente cuando el tratamiento es usado

por dos afios consecutivos.

Filippi y Pera (1990), al experimentar con la accidn supresiva de la composta de
madera sobre F. oxysporum f. sp. dianthi a diferentes temperaturas, encontraron  este
mismo patrén de desarrolld, siendo mas marcado a 16 °C, temperatura cercana a la cual

se desarroilo el presente estudio.

Por su parie, Niiiez (1978) sostiene que la aplicacion de 1% bagazo de café ala
rizosfera del clavel tiene un efecto significativo en la incidencia de la "dormilona del
clavel", dando mejores resultados cuande se refuerza con 1% de benomyl. F. solani I sp.

solani se ve limitado en su desarrolio cuando el suelo es fortalecido con paja de cereales,
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harina de alfalfa y/o melaza de caila (Olivas, 1970).

En el drea floricola de Villa Gro., Méx. se puede impiementar la rotacién con col,
incorporando sus residuos o toda la 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-Villapudia, 1985).

La produccion de tallos no comerciales en los tratamientos con aigunas compostas es
indicada por Filippi y Pera (1990), seiialando que las plantas protegidas tienen una
apariencia similar al estrés nutricional. Se puede hipotetizar que el estrés depende de la
deficiencia de macroelementos, principalmenté nitrégeno; esta deficiencia es
probablemente debida a que ia fraccién zimogénica que se desarrolia mds de lo usual,
consumiendo mds nitrégeno del sueio, por io cual provoca deficiencia de nitrégeno, en

lugar de digerir la celulosa presente en la composta.
3.5. Mulitiplicacion masiva de Fusarium roseum

Se emplearon diversas metodologias para Ia multiplicacién masiva del indculo de
Fusarium roseum, las técnicas con las que mejores resuitados se obtuvieron fuerom las

propuestas por Pera y Calvet 1987; y la de propagacién en granos de maiz esterilizados.
3.6. Identificacién 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, ¢l hongo desarrolié en la placa Petri mas

de 85% de la superficie total; motivo por el cual fueron excluidas del experimento. Por su
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parte, la cepa No. 13 resuité sumamente agresiva pues, al hacer el cdlculo del drea de un
casquete circular: A= (pi. 2. n)/360 - (c (r-h))/2,
donde: pi=3.1415
r= Radio
n= Numero de grados
c= Cuerda
h= Altura
tenemos que F. roseum tuvo un desarrollo medio de 17.12% de la superficie de la placa,

esto es igual a 10.41 cm de un total de 60.82 cm (Figura 8).
La cepa nimero 13 fue identificada como Bacillus subtilis (Figura 9).

Michael y Nelson (1970), en una de las primeras referencias, hacen alusién al
control biolégico de F. roseum "culmorum' por medio de una bacteria que aislaron del
suelo. Nuidiez (1978) seiiala la eficiencia de Bacillus subtilis para controlar a Fusarium
roseum. Ademais, cita el efecto antagénico de ciertas cepas de Strepfomyces y Trichoderma
lignorum contra el mismo hongo. Segiin estudios efectuados por Filippi et al.(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 dei metabolito bacteriano

Se establecié evaluando la capacidad de crecimiento de F. roseum. Los resultados
sefialan que el hongo sembrado en agar nutritivo conteniendo el metabolito solo, logré
tener un desarrolio medio de 16.20% del sirea total de la placa; esto es igual a 9.85 cm de
un total de 60.82 cm. La clara inhibicién del crecimiento del hongo es un indicador de la

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 la
enfermedad, la incorporacién de este metabolito resultaria de gran utilidad en la solucion

del problema.
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Figuras 3 (arriba) y 4 (abajo). Aspecto de las colonias aisla-

das de las variedades de clavel Flamingo y White
Sim.
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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. Colonia reaislada de lgs variedades White Sim y
Scania.(arriba), en la parte de abajo se obser-
va las.macroconidios correspondientes a Fusarium
foseum agente casualgde la "dormilona del cla-
v.elll,', . .
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Figura 8.

Panorimica del bionsayo efectuado con Bacillus
subtilis cepa No. 13 Yy Fusarnium hoseum Snyder y
Hansen. Notese que el hongo detiene su crecimien
to debido a la accibn de ciertas sustancias excre
sadas por la bacteria.
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Figura 9. Crecimiento de la cepa bacteriana No. 13 Corres-
pondiente al género Baciflus sp. y su aspecto de
la suspensibn bacteriana (derecha).
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4. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

1. El principal patégeno de la "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 bioldgicamente a Fusarum roseum.

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

madurez, no mostraron fitotoxicidad ir vitro.

4. Bajo condiciones de invernadero 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 caila y aserrin de madera necesitan de 90 a 120

dias de madurez para conirolar Fusarium reseum a nivel de invernadero.

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

roseum.

7. Las pruebas de fitotexicidad in vitro de las cuatro compostas y la deteccién de sustancias

inhibitorias a Fusarium roseum resultaron negativas.
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APENDICES



APENDICE 1

Medio Waksman agar
Ingredientes:
Bacto casytone (Difco) Sg
Glucosa 10g
Extracto de carne 3g
Bacto agar (Difco) 20g
Agua destilada 11

Preparacién: Disolver por separado el bactoagar em 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 lb

APENDICE 2
Medio Papa dextrosa agar (PDA)
Ingredientes:
Papas peladas y rebanadas 200g
Dextrosa 20g
Agar 20g
Agua destilada 11

Forma de preparar: Los trozos de papa son hervidos por una hora en 500 mi de
agua destilada y el extracto es tamizado en tela de cielo. Por separado se disuelve el agar y
la 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 Ib durante 15 minutos. Se vacia en cajas de

Petri y se deja solidificar.

APENDICE 3
Agar nutritive (AN)
Ingredientes:
Extracto de carne 3g
Peptona Sg
Agar 15¢g
Agua destilada 11

Preparacién: Después de disolver los ingredientes en el agua destilada, se esteriliza
a 120 Ib durante 15 minutos. El medio esterilizado se dispensa en cajas de Petri y se

deja solidificar.
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APENDICE 4

Medio Czapek
Ingredientes:
(NH4 )2 SO4 13g
Na NOj3 30g
Ky HSO4 10g
Mg SO4 05¢g
Na 05¢g
Fe SO4 0.01g
Sucrosa 300¢g
Agar 15.0g
Agua destilada 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 Ib durante 15 minutos. El medio esterilizado se vacia en cajas de Petri y
se deja enfriar.

APENDICE 5

Medio peptona dextrosa acido
Ingredientes:
Glucosa 10g
Peptcona S5g
KHjy POg4 lg
Mg SO4 .7H20 0.5¢ =
Agar 15¢g
Agua 11

Forma de preparar: Una vez hecha la solucién, se separa en fracciones de 100 ml y se
esteriliza a 120 1b durante 15 minutos, se deja enfriar y se ajusta el pH a 3.8 agregando

aséticamente una soluciéon 0.1 N de H; SO,.
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