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EVALUACION DE METODOS DE INOCULACION DE Fusarium oxysporum f.
sp. gladioli EN CORMOS DE GLADIOLO
EVALUATION OF INOCULATION METHODS OF F oxysporum f. sp. gladioli IN
GLADIOLUS CORMS
Ricardo Martinez Rueda‘, Santos Geraldo Leyva Mit!, Mateo Vargas
Hernandez', Silvia Bautista Bafios”

Resumen. Los cormos y flores de
gladiolo presentan una alta incidencia de
Fusarium oxysporum f. sp. gladioli.

Existen wvarias  metedologias  de
inoculacion de las cuales se han
presentado  diferentes  niveles de
infeccion. En  esta investigacion, se

evalud en suelo estéril y con inoculo, 10
diferentes métodos de inoculacién para
determinar: periodo de incubacion, % de
incidencia y severidad a los 7, 14, 21y
28 dias. lLa manifestacién de la
enfermedad fue mayor en cormos gue en
plantulas. El periodo de incubacion en
cormos fue mas corta por 14 dias en el
suelo incculado gue en el no inoculado.
La incidencia y severidad fue
significativamente mayor (P = 0.0001) en
suelo inoculado. De los 10 métodos de
inoculacién solo tres fueron
significativamente  diferentes (P =
0.0001). A los 21 dias, la enfermedad se
manifestd en cuatro de los tratamientos,
la mayor incidencia y severidad (30% v,
30-90%) se observé en el tratamiento
‘siembra de cormos heridos ¥y
posteriormente inoculados’. A los 28 dias
de incubacion, en el fratamiento ‘siembra
directa de cormos con lesiones’ tanto en
suelo inoculado como estéril se observd
la mayor incidencia y severidad en los
CcOMMoOs en  combparacion  con 108§
fratamientos restantes. En relacion al
testigo, (cormos aparentemente sanos)
la incidencia y severidad fue la mas baja
con 10% en ambos casos. El éxito en
lograr la infeccion artificial, dependio del
suelo y tipo de inoculacion.

Palabras clave. Fusariosis, Gladiolus spp,
pudricion cafe

Abstract. Corms and plants present high
incidence Fusarium oxysporum f. sp.
gladioli. There are several inoculation
methodologies that present different
levels of infection. In this research, it was
evaluated in sterile and inoculated soil, 10
different  inoculation methods  were
evaluated in sterile and inoculated soil to
determine: incubation period, % of
incidence and severity after 7, 14, 21 and
28 days. Disease appearance was higher
in corms than in seedlings. The incubation
period in corms was shorter by 14 days in
the inoculated soil than in the sterile one.
The incidence and severity was
significantly higher (P = 0.0001) in
inoculated soil in comparison with the
sterile one. Of the 10 inoculated methods
only three were significantly higher (P =
0.0001) in comparison with the remaining
treatments. After 21 days of incubation,
the disease appeared in four with the
highest incidence and severity (30% and,
30-90%) observed in the treatment in
which injured corms were planted and
subsequently inoculated. After 28 days of
incubation, the highest incidence and
severity of the disease, in both inoculated
and sterile soils, was observed in the
treatment in which injured corms had
been directly sown. In relation to the
control (apparently healthy corms), the
incidence and severity was the lowest
with 10% in both cases. The success of
inducing artificial inoculation laid in the
soil and type of inoculation.

Keywords. corm  rot,
yellows, brown rot

Gladiolus  spp,

niversidad Auténoma Chapingo. Dapartamento de Parasitologia. km 38.5. Carr, México-Texcoco. Chapingo,

Estado de México c. p. 56230 .
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.- INTRODUCCION

Por muchos afios, el cultivo de flores de bulbo fue privilegiado de paises
desarrollados en cultivos ornamentales con los climas templados. Cuatro siglos de
produccién de bulbos, la reproduccion, ef desarrollo de nuevos productos y el
comercio de bulbos llevé al liderazgo claro de Holanda en este dominio, y un gran
ptiblico mira a Holanda como un centro principal de origen de bulbos y a veces de
diversidad. Sin embargo, como consecuencia de la globalizacién del comercio
horticola, la transferencia de conocimientos y el progreso economico de los
paises en vias de desarrollo, la produccion de bulbos no es mas limitada a paises
con un clima templado. La produccion de bulbos y flores de alta calidad en
regiones con los climas célidos ha sido importante durante la tltima década, y es
apoyado por las regiones relativamente baratas y costos de mano de obra bajos,
y la expansién del comercio internacional. Con el desarrollo de arquitectura
paisajista y jardineria privada en regiones con clima calido, los bulbos se hicieron
populares en las partes del sur de los Estados Unidos y la Unién Europea, tanto
como en paises asiaticos y Australia (Kamenetsky, 2005).

Un anélisis de la produccion mundial de flores de bulbo revela que seis géneros
de los que Gladiolus, Hyacinthus, fris, Lilium, Narcissus y Tulipa ocupan el 90 %
de la superficie de produccién reportada. La mayoria de estos cultivos
tradicionales son producidos en regiones de clima templado (Kamenetsky, 2005).

En México, el cultivo de flores con fines ornamentales es una practica antigua con
mucha importancia cultural, ya que es una tradicion adornar los lugares de culto
religioso, festivo y domestico. Los antepasados han tenido un interés por los
valores estéticos que presentan las flores, su arquitectura, colores y perfumes
(Tlahuextl et al., 2005).

Las geéfitas omamentales son utilizadas principalmente para: (1) la produccion de
flor comercial, incluyendo flores cortadas al aire libre y plantas en maceta y (2)
para la jardineria ornamental, incluyendo la jardineria privada. Para ambos casos,
la produccién comercial de la propagacién de buena calidad material es una
condicién necesaria (Kamenetsky, 2005). '




La Floricuttura en México se extendié entre 1980 y 1990. La superficie cultivada
crecio de 3,000 a 13,000 hectéareas, debido a los esfuerzos encaminados a la
consolidacion de la plataforma de exportacion. En estos afios el valor de la
produccion fue importante para los estados de México y Morelos. En el periodo de
1980-1990 la produccion de flor de exportacién representaba el 10 por ciento de
8,416 hectareas de flor y plantas de crecimiento en el pais y generaron ganancias
de 20.3 millones de dolares anualmente. En el periodo mencionado, las flores con
“la mayor contribucién de volumen fueron la gladiola, el clavel y el crisantemo.
Después del cultivo de la rosa, el cultivo del crisantemo Y otras flores
ormamentales fueron afiadidas. Esta situacién esta relacionada con un proceso de
intensificacién en la produccion a través del incremento de la superficie en el
cultivo de invernadero. Los mercados principales de destino son: los Estados
Unidos, Canada y algunos paises de Europa (Orozco, 2007).

El gladiolo ha tenido una historia global y un interés continuo. Especies
incontables crecen en todo el mundo, de Africa del sur a el mediterraneo o Asia
(Stevens, 1993). Hay mas de 150 especies endémicas de gladiolo en el Sur de
Africa solamente (Campbell y Bower, 2003).

La diferencia en los precios de mercado externo esta condicionada por la
temporada y las fechas especificas. La mejor estacion para la exportacion de esta
flor es el invierno {de noviembre a febrero en algunas zonas de los Estados
Unidos y de noviembre a marzo en Canada), esio es debido a la falta de
productos en los paises compradores. En verano la oferta de flores aumenta en
los Estados Unidos y Canada, entonces el precio internacional baja y es mas
atractivo que los productores nacionales vendan en el mercado nacional. En el
mercado nacional, la central de abastos de la ciudad de Mexico es el principal
concentrador de 1a produccién floricola de los estados de México, Morelos vy
Puebla. El promedio mensual de precios muestra que las flores mas valiosas son
las de primera competencia: la gladiola grande, y gladiola mediana (Orozco,
2007).

Actualmente, la produccién tanto de cormos v flores de gladiolo se encuentra en
peligro debido a la incidencia de enfermedades entre las mas importantes se
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conoce la pudricién café, cuyo agente causal es Fusarium oxysporum Schlecht.:
Fusarium oxysporum es un patdgeno importante del suelo que causa la
marchitez y pudricién del cormo o amarillamiento de numerosos cultivos. Mas de
150 formas especiales de F. oxysporum han sido reportadas como patogenas de
plantas en todo el mundo. Fusarium oxysporum f. sp. gladioli es el agente causal
de la pudricién del bulbo ¢ la coloracion amarillenta en gladiolo.

Muchas variedades de gladiolo son ftolerantes, pero ninguna es realmente
resistente a la enfermedad causada por este hongo (Magie, 1980a). Pruebas de
inoculacién de numerosas variedades con aislamientos de Fusarium han
demostrado una amplia gama de niveles de susceptibilidad de las variedades.
Con el fin de seleccionar rapidamente plantulas de gladiolo de susceptibilidad a la
pudricién del cormo causada por Fusarium, debe desarrollarse una metodologia
asi como evaluar medidas de control (Wilfret y Woltz, 1973).

Debido a la importancia de este hongo se han evaluado diferentes métodos de
control sin embargo, en experimentos controlados es necesario primeramente
lograr la infeccion del patégeno en el material vegetal. Existen diferentes
metodologias de inoculacién artificial de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en
cormos y plantas de gladiolo como la aplicacion directa de micelio o suspension
conidial en el material vegetal o suelo entre otras. En esta investigacion se
usaron algunas de estas metodologias para determinar el éxito de la inoculacion
de los aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli y corroborar su
patogenicidad en cormos y plantas de gladiolo.

il.- OBJETIVOS
2.1.- OBJETIVO GENERAL

e Evaluar diferentes métodos de inoculacion en cormos de gladiolo con

Fusarium oxysporum f. sp. gladioli.




2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar y purificar la cepa de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli de las
principales zonas productoras de gladiolo en el estado de Morelos.

o Aplicar diferentes métodos de inoculacidn en cormos de gladiolo
seleccionados de la variedad "Roja borrega’.

s Evaluar el periodo de incubaci6n, porcentaje de incidencia y severidad en
cormos y plantas de gladiolo durante un periodo de incubacién dado.




lll.- REVISION DE LITERATURA

Los ornamentales son un factor econémice mundiaimente importante. La
produccién de plantas ornamentales excede la produccion de verdura y fruta en
muchos paises del munde (Linde ef al., 2007). El comercio internacional en flores
de corte estd concentrado en tres mercados importantes, concretamente los
Estados Unidos, la Unién Europea y Japén. La Unién Europea es el mercado mas
grande, con Japon y los Estados Unidos ocupando el segundo y tercer puesto
respectivamente (Buschman, 2005).

Aunque los Estados Unidos es el tercer productor mas grande de flores cortadas,
en el mundo entero, con un valor de 434 millones de euros, éste importa ia mayor
parte de sus necesidades en flores de corte (559 millones de euros o un 59 %).
Los Estados Unidos también exportan flores de corte dignas de 38 millones de
euros, principalmente a Canada (Buschman, 2005).

El principal mercado de flores de corte en el mundo es fa Unién Eurgpea, la Unidn
Europea importa flores de corte con un valor de 653 millones de euros (10 %), los
principales paises importadores son Holanda, Reino Unido y Alemania, y las
exportaciones de estos paises en flores de corte estan valuadas en 470 millones
de euros, sus principales mercados son los Estados Unidos, Rusia y Suiza
(Buschman, 2005).

Actualmente, en México se dedican 15,000 hectareas al cultivo de ornamentales,
con un volumen de produccién anual de 83,377 Ton y un valor superior a los 325
délares de los Estados Unidos. De ese volumen, el 90 % se comercializa en el
mercado nacional y el 10 % al mercado de exportacion, principalmente a Estados
Unidos y Canada (Murguia et al., 2007).

E| mercado nacional de ornamentales en México, esta concentrado en la ciudad
de México, Monterrey y Guadalajara, y se tiene un crecimiento en et consumo de
arboles y plantas en los destinos turisticos de playa como en los estados de
Quintana Roo, Baja California y Jalisco, entre otros (Murgufa et al., 2007}.




En México la produccion de gladiolo (Gladiolus sp.) ocupa el primer lugar entre las
flores que se propagan por cormos (CESVMOR, 2009b). Los principales estados
productores de gladiolo en México son: Puebla, el Estado de México, Morelos,
Michoacan, Guerrero, Veracruz y Oaxaca, de los cuales el estado de Morelos
ocupa el tercer lugar de produccién a nivel nacional con una superficie de 594.20
hectareas anuales y una produccién de 733,130 Ton dejando una derrama
econémica para el Estado de $107,728,000.00 (SIAP, 2010).

El gladiolo es originario de la cuenca mediterranea y de Africa austral. Ya se
cultivaba en la época de los griegos y de los romanos. Comprende 180 especies
nativas de Africa, Madagascar, Europa, Arabia y el oceste de Asia, donde el
gladiolo crece espontaneamente, aunque la mayor parte son de arigen africano
(Gémez, 2009).

Gladiolus es el diminutivo del gladius, que significaba “espada’, por un lado se
refiere a la forma de la hoja que es lanceotada ferminando en punta y también al
hecho de que la flor en la época de los romanos era entregada a los gladiadores
que triunfaban en la batalla; por eso, la flor es el simbolo de la victoria (Gomez,
2009; Espinosa et al., 2008).

Los gladiolos, en la antigledad ya se cultivaban por los griegos y los romanos;
son plantas herbaceas que se desarrollan a partir de un tallo subterraneo llamado
“cormo”, que es un fubérculo caulinar de orientacién vertical con forma
redondeada algo achatada, y en la parte superior esta algo hundida (Espinosa ef
al.. 2008). Las variedades horticolas del gladiolo se han obtenido desde
comienzos de! siglo XIX por cruzamientos entre diversas especies botanicas.
Presentan gran diversidad de tamarfios, colores y forma de las flores asi como
épocas de floracién (Gomez, 2009).

En México se cultivan principalmente las variedades de color rojo: (“Valeria,
Victoria®, “Sans Souci”, “Traderhorm”) y las variedades de color blanco (“Peregrina,
Princesa”, "Tequendama” y “White Prosperity”). Las cuales son conocidas con
nombres populares (“Borrega®, “China’, “Lupe”, “Limon", etc.). Los gladiolos
florecen desde los 60 a 100 dias después de la plantacion, por lo tanto se han
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dividido a las variedades desde Tempranas: “Amsterdam’ (blanca) y “Novalux”
(amarilla a naranja); Intermedias (de 70 a 90 dias), y tardias (mas de 91 dias):
“Peter Pears” (roja), “Majestic” (rosa), “Blanca Espuma”, “Rosa Pink” (Espinosa et
al., 2008).

3.1.- Enfermedades del cultivo de gladiolo

Los productores de gladiolo se enfrentan con varios problemas fitosanitarios tanto
en el cultivo como en la vida postcosecha de los cormos. En este cuitivo, jas
enfermedades son muy importantes y practicamente el control se efectiia durante
todo el ciclo. Esto es, durante la cosecha y aimacenamiento de los cormos,
presiembra y cultivo. Los cormos producidos o comprados e incluso los
importados, pueden estar infectados por varios patégenos (Leszczyfiska et af.,
1994). Entre las principales enfermedades destacan las siguientes:

3.1.1.- Roya del gladiolo Uromyces transversalis
3.1.1.1.- Importancia

Es una enfermedad de importancia cuarentenaria para nuestro pais (CESVMOR,
2009a) y también es de importancia cuarentenaria en Estados Unidos y Europa
(Peterson y Berner, 2009). Su presencia fue detectada en el cultivo del gladiolo en
Noviembre de 2004, en los estados de México, Puebla y Morelos. Sin embargo, la
enfermedad se ha dispersado en los estados de Michoacan, Guerrero, Oaxaca,
Sinaloa y Veracruz. Afecta principaimente el follaje del cultivo, lo que ocasiona
dafos econdmicos serios a la produccidn y demerita la calidad de Ia flor pata su
comercializacion. La deteccion en embarques de exportacion, ocasiona el rechazo
por el pais comprador (CESVMOR, 2009a).

3.1.1.2.- Sintomas
l.os primeros sintomas son manchas pequefias y amarillentas formadas en hojas
que posteriormente rompen la pared de la hoja formando protuberancias
(pustulas) de 1 mm de largo por 1 cm de ancho, llenas de polvillo amarillo-
anaranjado, las manchas llegan a unirse formando manchas mas grandes. El
sintoma tipico corresponde a protuberancias de color amarillo-anaranjadas en el
follaje, las cuales estan ubicadas transversalmente con relacién a las nervaduras
de la hoja. Conforme avanza el dafio las lesiones se tornan de color café obscuro
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a negro (Teliosporas). Las plartas severamente afectadas no llegan a producir
flores y/o los cormos no llegan a madurar (Peterson y Berner, 2009., CESVMOR,
2009a).

3.1.1.3.- Control

El manejo de esta enfermedad se da a través de aplicaciones de fungicidas como:
bitertanol, trifloxistrobin, folpet , aplicaciones de captan + manzate, tebuconazole,
oxicarboxin, epoxiconazol, azoxistrobin y difenoconazol. También dentro de las
recomendaciones estan: eliminar la maleza del cultivo, evitar plantar en zonas con
alta incidencia en ciclos anteriores, evitar el uso excesivo de compuestos
nitrogenados, plantar en terrenos bien nivelados y con buen drenaje, eliminar
focos de infeccion y quemar los residuos de cosecha entre otras (CESVMOR,
2009a).

3.1.2.- Pudricién del cuello Stromatinia gladioli
3.1.2.1- Importancia

La pudricién seca del gladiolo o pudricion del cuello, presenta una distribucion
mundial y generaimente se encuentra en todos los lotes comerciales (CESVYMOR,
2000a), originalmente encontrada en Norte America la pudricién seca es causada
por Stromatinia gladioli (Fox, 1997). En México, S. gladioli es una de las
enfermedades mas importantes del gladiolo, desde el afio 1978 se reporta como
causante de graves dafios, pudiendo atacar a otros miembros de la familia
Iridaceae a los que causa amarillamiento, decaimiento de hojas y pudricién del
cuello (CESVMOR, 2009a).

3.1.2.2- Sintomas y daios
Las pudriciones de la base de las hojas resultan en amarillamiento prematuro y
muerte de las plantulas (Andnimo, 1983). El hongo causa pudriciones secas en
cormos, cuello, tallo, raices y hojas al nivel del suelo (CESVMOR, 2009a). Al inicio
las lesiones son de color café-rojizo, usualmente se desarrollan por un lado ©
debajo de la mitad del cormo (Andnimo, 1983). En el cuello de la planta aparecen
pequefios esclerocios redondos de color negro. También es caracteristico un olor
desagradable de los tejidos podridos. Debido a la pudricién de las raices el follaje
se amarilla y las espigas no alcanzan su tamaho normal (CESVMOR, 2009a). En
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plantas jévenes infectadas se observa un achaparramiento, amarillamiento y
muerte de la planta, sola 0 en manchones. Las plantas adultas no mueren
totaimente, pero se pudre la base de los tallos y de las hojas dando una
coloracién café a negra. Puede desarrollarse un moho blanco grisaceo sobre las
hojas envainantes, asi como un desgarramiento de las mismas, donde se
observan pequefios esclerocios de color negro; estas estructuras también se
observan sobre las lesiones de cormos y rafces (CESVMOR, 2009a). los
esclerocios viven por un largo tiempo en el suelo, son conocidos por sobrevivir
alrededor de diez afios (Fox, 1997).

3.1.2.3- Control .
Los fungicidas que han resultado prometedores para el control de |a enfermedad
controlando o inhibiendo el desarrollo del hongo son: benomil, ceresam-iM,
iprodiona, cabre sistémico, tebuconazole, procloraz, folpet, dicloram y fluazinam
(CESVMOR, 2009a).

3.1.3.- Mancha foliar y pudricién del cormo Curvularia trifolii f. sp. gladioli
Boerema & Hamers

3.1.3.1.- Importancia
| hongo Curvularia trifolii es la enfermedad mas importante en Florida, Alabama,
California y San Diego, cuando se presentan las condiciones de alta temperatura
y humedad. En 1980 se mencioné a Curvularia trifolii causando manchas foliares
en campos de Taiwan, el cual penetra por los estomas, 0 bien directamente,
formando apresorios (CESVMOR, 2009a). En Mexico, esta enfermedad se le
conoce como mancha foliar y pudricién de tallo, dafia plantas en campo, cormos
en almacén provocando pérdidas muy esporadicas, perc es menos importante
que Fusarium y Stromatinia (CESVMOR, 2009a).

3.1.3.2.- Sintomas y dafios
El hongo Curvularia trifolii casi siempre produce una pudricién a la mitad del
cormo, pero ocasionalmente ocurren infecciones en el follaje y floracion (Anénimo,
1983). En los cormos atacados se manifiestan pequefias lesiones ligeramente
hundidas de color oscuro, circulares alargadas. Sobre las escamas se observan

manchas y rayas alargadas de color marrén claro a 0scuro. Las yemas de la parte
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baja del cormo, parecen bordeadas por una mancha de color oscuro. En hojas las
manchas son de tamafio variable pero crecen rapido en direccion de las venas, su
color es café claro a oscuro y es rodeada por un anillo café rojizo y un halo
amarillento; en la parte apical de las hojas se observa una mancha café, como un
sintoma de deficiencia o guemadura que continua hasta la parte basal
(CESVMOR, 2009a).

3.1.3.3.- Contro}
Para el control se recomiendan aspersiones con captan, iprodiona y algunos

fungicidas aplicados contra Botrytis y el tratamiento con agua caliente a 56 °C en
cormos (CESVMOR, 2009a).

3.1.4.- Moho gris Botrytis giadiolorum

3.1.4.1.- Importancia
En México se reporta el ataque de esta enfermedad en cormos almacenados,
hojas y flores donde causa perdidas hasta de un 50 % en condiciones de campo y
transporte (CESVYMOR, 2009a). Botirytis gladiolorum es una enfermedad que tiene
dos fases bien diferenciadas: 1a pudricién del cormo en el almacenamiento y el
manchado de flores y podredumbre de cuello en el campo (Lorbeer ef al., 2007).

3.1.4.2.- Sintomas y dafios

Tejidos infectados pueden ser cubiertos con masas grises de esporas de B.
gladiolorum, comtnmente produce pudriciones de hojas y flores, ademéas de una
pudricion de tallo y la base del tallo (Anénimo, 1983). Ataca hojas basales
envolventes, que al avanzar causan una pudricion completa de los tejidos foliares
subterraneos gque se encuentran unidos al cormo, provocando un amarillamiento y
muerte de las hojas. En flores aparecen manchas blancas a cafés, a veces
blaricas con un margen café claro a violeta, y en condiciones de humedad alta se
observa una capa gris (CESVMOR, 2009a).

En cormos aparece con mucha frecuencia en los alrededores de ia yema apical,
ocasionando una podredumbre parda. El tejido afectado es esponjoso y blando,
con un aspecto gris y pulverulento; en el que se observan esclerocios irregulares
de color negro (CESVMOR, 2009a). Al final del cultivo un arrangue prematuro de
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los cormos permite detener el ataque de Bofrytis en el tallo. Las lluvias y el rocio
favorecen el desarrollo del patégeno. Cuando se llegan a presentar condiciones
continuas de alta humedad, el hongo puede esporular formando los conidios
(Bigre, 1990).

3.1.4.3.- Control

Una bio-preparacion que contiene a Trichoderma harzianum (Trichodex®) y otra
con Streptomyces griseoviridae son eficaces contra el hongo en muchos paises y
en varios cultives. El' control quimico se inicio con benomil o tiabendazol, pero
rapidamente se detect6 resistencia del hongo a los fungicidas, por eso hoy en dia
una de las mejores alternativas es 1a iprodiona y la mezcla de fludioxonil y
ciprodinil, uno de los productos mas resistentes es boscalid, propamocarb +
fosetil, fosetil aluminio, carbendazim, iprodiona, procloraz, pirimetanil, captan,
zineb, dicloran, benomilo y tiabendazol (CESVMCR, 2009a).

3.1.5.- Penicillium gladioli Mc Cull. Et. Thom

3.1.5.1.- Importancia
Penicillium gladioli se encuentra comunmente en bulbos de gladiolo y, en
almacén, puede causar fuertes pérdidas por pudricion (Romero, 1988). La
pudricién por Penicillium gladioli ataca cormos que son maltratados o tienen
alguna herida en almacenamiento (Anonimo, 1983).

3.1.5.2.- Sintomas y dafios
Los cormos afectados presentan sitios de infeccién de color pardo, hundidos y
claramente delimitados en la parte externa; tejido interior de la zona infectada de
coloracién parda, que luego se vuelve blanca con textura esponjosa (CESVMOR,
2009a). A bajas temperaturas crece un abundante moho verde-azul que crece

encima de las lesiones (Anénimo, 1983).

3.1.5.3.- Control
Los fungicidas que dan buen resultado para controlar la enfermedad son
principalmente tiabendazol, benomilo, carbendazim. El imazalil y el procloraz
inhiben la esporulacion; mientras el benomil y el tiabendazol son los protectantes
y curativos mas eficaces (CESVMOR, 2009a).
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3.1.6.- Pudricion del tallo (Rhizoctonia sp.)

3.1.6.1.- Importancia
Rhizoctonia es parte del complejo de hongos que provocan el damping off, o
caida de las plantas, como consecuencia del estrangulamiento y necrosis de
tallos a nivel del cuello de las plantas (CESVMOR, 2008a).

3.1.6.2.- Sintomas y dafios.
Los sintomas se caracterizan por presentar manchas secas bien delimitadas en
raices y lesiones hundidas en cormos, presentandose en sus etapas iniciales una
coloracién parda en el cuello de |a planta y en hojas basales (CESYMOR, 2009a).

3.1.6.3.- Control
Aplicaciones de tebuconazole, procloraz, oxicloruro de cobre, iprodiona,
pencicuron, quintozeno + thiram, benomilo (CESVMOR, 2009a}.

12



3.2.- Fusariosis, pudricién café o secadera (Fusarium sp)

Reino..................... Fungi

Divisidn.................. Amastigomycota
Subdivisién............. Deuteromicotina
Clase................... Deuteromicetes
Orden................... Moniliales
Familia.................. Tuberculariaceae
Genero.................. Fusarium
Especie............... F. oxysporum (Romero, 1988).

3.2.1.- importancia

Fusarium es un género ampliamente difundido en todo el mundo, con un amplio
rango de hospedantes, es una enfermedad severa que afecta muchos cultivos
incluyendo a los cultives gue se propagan por bulbos, cormos incluyendo gladiolo
(amarillamientos), fresia (pudricion de cormo), iris (pudricion basal), lili (pudricion
por Fusarium) y bulbos menores incluyendo Crocus, Croscomia, Ixia y Sparaxis
(Rees, 1992). Ejemplos de muchos reportes en la distribucion de F. oxysporum
incluyen en su distribucion lugares como la zona artica, los Alpes, el Himalaya,
Africa central, Hawai, India, Norteamérica y Europa (Domsh ef al., 1980). F.
oxysporum es un invasor del suelo por su pobre habilidad saprofitica y su
incapacidad de colonizar material del hospedante muerto (Hillocks y Waller,
1997).

3.2.2.- Biologia de Fusarium oxysporum

El género Fusarium es €l mayor de la familia Tuberculariacea v,
taxonémicamente, es uno de los mas dificiles de todos los grupos fungicos. Pocos
micélogos intentan identificar las especies-forma de Fusarium, debido a la gran
variabilidad existente en este grupo, variabilidad que hace que sea insegura para
casi todos los especialistas (Alexopoulus, 1983). Fusarium oxysporum se
compone de mas de 80 cepas que muestran su patogenicidad especifica para las
especies de cultivos particulares (Deacon, 2008). Estas cepas se denominan
"formas especiales", abreviado y ff. ssp (plural) o f. sp. (singular).
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Todas las pudriciones vasculares tienen ciertas caracteristicas en comun. Las
hojas de las plantas infectadas o partes de plantas infectadas pierden turgencia,
comenzando con flacidez y coloraciones verde-claro a verde-amarillo, hay
marchitamientos y finalmente la pudricién se torna amarillo hasta una coloracién
café y muere (Agrios, 2005, Deacon, 2006).

3.2.3.- Morfologia _

Las especies del genero Fusarium tipicamente producen dos tipos de conidios,
que reciben la denominacién de macroconidios y microconidios, debido a sus
respectivos tamafios, ambos tipos son producidos a partir de fialides. Los
macroconidios son estructuras largas, multiseptadas, en forma de media luna o de
canoa, que por lo general estan ubicadas en los esporodoquios. Aungue tambien
se pueden formar en conidioforos separados (Domsch et al., 1980, Herrera y
Ulloa, 1998). L.os microconidios, pequefios, suelen ser unicelulares y de forma
esférica u ovalada. Es también frecuente encontrar conidios gque parecen
intermedios entre los microconidios y los macroconidios {Domsch et al., 1980,
Herrera y Ulloa, 1998).

Morfolégicamente, no se puede distinguir entre las formas patogénicas y
saprofiticas, no es posible distinguir patogénicas de ofras. Como una
consecuencia, el aislamiento de F. oxysporum de plantas enfermas no implica
automaticamente que una forma patogénica esté implicada. Cepas no patégenas
son regularmente recobradas de plantas enfermas y aparentemente sanas
(Domsch et al., 1980, Baayen, 2000).

3.2.4.- Ciclo de vida
El ciclo de vida de F. oxysporum comienza con una fase saprofitica cuando el
hongo sobrevive en el suelo como clamidospora. El talo es producido de cada
forma de conidio en -8 h, y las clamidosporas en 2-3 dias si las condiciones son
favorables. La invasién de las raices es seguida por la penetracion de las células
epidermales del hospedero, y el desarrollo de una enfermedad sistémica vascular
en plantaé hospederas (Beckman y Roberts, 1995). En etapas avanzadas de la
enfermedad, el hongo crece fuera del sistema vascular dentro de las células del
paréngquima adyacente, produciendo cantidades vastas de conidios vy
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clamidosporas. El patégeno sobrevive en restos de plantas, en el suelo como
micelio y en todas las formas de esporas, pero mas comunmente como
clamidosporas en regiones con temperaturas frias (Agrios, 1997).

3.2.4.1.- Formacién y germinacién de esporas
La formacion de clamidosporas en especies patogénicas de especies de
Fusarium comunmente tiene lugar en la hifa en el tejido infectado y podrido del
hospedante. Las clamidosporas también podrian haber sido formadas
abundantemente de macroconidios que se originaron de esporodoguios en
lesiones a nivel de cuello (Groenewald, 2005).

3.2.4.2.- Patogénesis
El proceso de infecciones vasculares causadas por F. oxysporum es compleja y
requiere de una serie de procesos altamente regulados que incluyen la adhesion y

penetracion.

La infeccién del hongo comienza cuando la hifa se adhiere a la superficie de la
raiz del hospedero. La penetracién es probable que sea controlada por una
combinacién de diversos factores que incluyen los compuestos de hongos, la
superficie de la planta, estructuras, activadores o inhibidores de la germinacion de
las esporas de hongos, y la formacién del tubo germinal (Mengden et al., 1996).
Las formas de penetracion en la raiz de algunas formas patégenas pueden diferir,
pero hay dos tipos distintos. Algunas formas patdgenas penetran en las raices
directamente, mientras que otros deben entrar indirectamente a través de heridas.
Los sitios mas comunes de penetracion directa se encuentran en o cerca de ia
punta de la ralz de ambas raices primarias y de raices laterales (Lucas, 1998). El
patégeno entra por la regién apical de la raiz donde la endodermis no esta
completamente diferenciada, el hongo puede crecer y llegar a través del
protoxilema desarroflado (Groenewald, 2005).

Varios miembros del genero Fusarium son parasitos, y suelen provocar el
marchitamiento de la planta huésped. Durante la colonizacién, el micelio avanza
intercelularmente a través de la corteza de la rafz hasta que llega a los vasos del
xilema y entra. El micelio y los conidios del hongo invaden los tejidos vasculares,
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llegando a bloquear fisicamente los vasos del xilema, impidiendo el transporte del
agua. Cuando quedan blogueados los vasos, se produce el marchitamiento
(Alexopoulus, 1985). La obstruccién es incrementada mas adelante por geles y
gomas formadas por la acumulacién y oxidacién de los productos descompuestos
de las células de las plantas atacadas por las enzimas producidas por el hongo.
La oxidacion y translocacion de algunos productos en descomposicion
observados también son responsables para la decoloracién café de los tejidos
vasculares afectados. El nimero de vasos de xilema formados es reducido y sus
paredes celulares son mas delgadas de lo normal. A menudo las celulas del
parénquima circundantes de los vasos del xilema son estimulados por las
secreciones del patogeno a dividirse excesivamente, y esto, combinado con las
paredes delgadas y debilitadas de jos vasos, resultan en una reduccion del
diametro o el colapso completo de los vasos (Agrios, 2005).

3.2.5.- Enzimas

F. oxysporum produce algunas enzimas que actlan sobre los componentes
pécticos y la celulosa de las paredes celulares (Agrios, 1997). Las pectinasas
catalizan la degradacion de los polisacéridos pécticos, el principal componente de
la lamina media, es decir, el cemento intercelular que tiene lugar en las células de
los tejidos de la planta. Las enzimas pécticas consisten principalmente en pectina
metilesterasa, poligalacturonasa y pectato liasa (Roncero et al., 2003). La quitina
sintetasa es una enzima asociada a la membrana involucrada en la biosintesis de
la quitina, un componente estructural de las paredes celulares de los hongos. La
quitina V sintetasa es necesaria para la patogenicidad de F. oxysporum y
desempefia un papel importante en la tolerancia que tiene el patégeno a
compuestos antifungicos de la planta (Roncero et al., 2003).

3.2.6.- Toxinas
Ademds, se sabe que Fusarium produce toxinas de las que se piensa confribuyen
al marchitamiento, al afectar la permeabilidad de la membranas celulares vy alterar
ol metabolismo celular (Alexopoulus, 1985, Herrera y Ulloa, 1998). Las toxinas
secretadas en los vasos por la pudricién del hongo son llevadas a las hojas,
reducen la fotosintesis, afectan la permeabilidad de las membranas de las células
de la hoja y su habilidad para controlar ia perdida de agua a causa de la
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transpiracion, y por lo tanto resulta en [a epinastia de la hoja, la pudricion,
necrosis intravenal y la muerie de la planta (Agrios, 2005).

3.2.6.1.- Acido fuséarico

El acido fuséarico fue una de las primeras toxinas potenciales identificadas. Se
sabe que es producida por Fusarium oxysporum en cultivos de laboratorio.
También se ha detectado en las plantas enfermas, y cuando se aplica a los
protoplastos de plantas in vitro aumenta su permeabilidad a ios iones. Sin
embargo, todavia hay dudas sobre el papel del 4cido fusarico in vivo, porque sus
concentraciones en el fluido del xilema suelen ser bajos (Deacon, 2006). La
morfologfa, fisiologia y ecologia de F. oxysporum como un patbégeno de plantas
de suelo ha sido descrito, sin embargo no existian suficientes datos sobre su
pared celular, hasta que ‘Sivan y Chet (1989) mostraron que las células de la
pared celular de F. oxysporum resultaron ser mas resistentes a enzimas de
degradacién de la pared celular en comparacién con las celulas de Rhizoctocnia
solani y Sclerotium rolfsii, esto es debido al contenido alto de proteinas, esto
puede explicar la alta resistencia relativa de F. oxysporum a |as enzimas liticas.

3.2.7.- Factores que contribuyen a la patogénesis
3.2.7.1.- Temperatura
Los factores ambientales desempefian un papel importante en las enfermedades
de la marchitez vascular. Las primeras pruebas de esto fueron encontradas en las
plantaciones de bananc de América Central, donde los suelos pueden ser
categorizados como de “vida larga " o "corta vida" (Deacon, 2006).

La incidencia y severidad de sintomas especificos depende, principalmente de la
interaccion con la especie hospedante, el tipo de variedad, las temperaturas del
suelo y aire (Bautista, 2002). Para el rapido crecimiento, el hongo necesita una
temperatura optima entre 25 y 30 °C, un méximo ¢ por debajo de los 37 °C, y una
temperatura minima por encima de los 5 °C, el punto muerto térmico fue
determinado entre los 57.5 y 60 °C por 30 min en el suelo (Domsch et al., 1980).
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3.2.7.2.- Suelos y pH

La humedad y el pH tienen un pequefic efecto en las pudriciones por Fusarium,
ya que el hongo se establece por si mismo y crece en un amplio rango de tipos de
suelo (Anonimo, 1988). F. oxysporum ha sido encontrado frecuentemente a 30 cm
y por debajo de los 50 cm, este requiere humedades altas v es muy tolerante
respecto al pH, aunque aparentemente es mas comln de encontrarse en suelos
neutros o ligeramente Aacidos, es tolerante a altas concentraciones de CO: y
concentraciones de sales por arriba del 18% (Domsch ef af., 1980). Es un buen
colonizador de la materia orgénica. Resiste bien en condiciones asfixiantes
incluso de! 100% de CO; de ahi su localizacién en profundidad (Bigre, 1990).

F. oxysporum puede sobrevivir mediante fa produccion de clamidosporas por
largos periodos de tiempo en la ausencia del principal hospedero (Hillocks y
Waller, 1997). Generalmente, los remanentes de la cosecha llevan estas
astructuras (Powell, 1994). Ciertas especies pueden mantenerse mucho tiempo
(diez arios) a gran profundidad (100-150 cm). Fusarium resiste tanto a la
desecacion como a un suelo saturado de agua. Es capaz de asimilar azlcares
muy complejos (Baayen, 2000). Del mismo modo, la situacion del suelo con bajo
contenido en nutrientes (P o K), aumentan la vulnerabilidad de las plantas a
pudriciones de la raiz (Shivas y Beasley, 2005).

3.2.7.3.- Nutricion

Varios factores incluidos las enmiendas de nitrégeno y los exudados de la raiz del
hospedante afectan la supetvivencia y patogenicidad de las clamidosporas de
Fusarium (Ciotola et al., 2000). Las etapas de crecimiento, la disminucién o
guiescencia de una poblacion de Fusarium en el suelo dependen del balance
ecolégico y disponibilidad de nutrientes. F. oxysporum es muy capaz Como
autétrofo de requerir solamente una fuente de carbono para la estructura y la
energla, de compuestos inorganicos para sintetizar compuestos orgdnicos, tales
como azucares, lipidos y aminoacidos. La lista de los elementos esenciales de
nutrientes para el crecimiento, la esporulacion y la virulencia incluye al carbono,
hidrogeno, oxigeno, nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio, azufre, hierro,
manganeso, molibdeno y zinc (Roncero et al., 2003).
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3.3. - Fusarium oxysporum f. sp. gladioli
3.3.1. - Antecedentes

Massey en 1926 describi¢ a la pudricion de Fusarium de cormos almacenados y
lo atribuy6 a Fusarium oxysporum Schlecht. var. gladiofi Massey como pequefias
manchas café-rojizas, hundidas que podrian desarrollarse. Mc Culloch (1944),
atribuyd como agente causal a F. orthoceras Woll. var. gladioli a un
amarillamiento de las hojas de gladiolo. Esta enfermedad se caracterizaba por el
amarillamiento del follaje y colapso de la punta floral durante el periodo de
crecimiento (Buxton y Robertson, 1953). Sin embargo, el Dr. Gordon W.L. sugirié
que F. orthoceras Wall. var. gladiofi podia ser probablemente considerado como
una forma especial de F. oxysporum debido a gque morfolégicamente eran
indistinguibles las cepas de ambos. Buxton y Robertson (1953) sugirieron, por lo
tanto, que el organismo causante de la enfermedad conocida como
amarillamiento del gladiolo fuera incorporado como F. oxysporum Schlecht f. sp.
gladioli Snyd & Hans tal y como lo habia descrito Hansen en 1940.

Bajo condiciones de invernadero en 1980, Barrows-Broaddus y Dwinell,
incubaron cormos en suelo infestado con dos cepas de F. oxysporum f. sp.
gladioli y nueve cepas de F. moniliforme var. subglutinans (FSM) en la cual hubo
un deterioro significativo que fue principalmente causado por las dos cepas de F.
f. sp. gladioli y por dos de las nueve cepas de FMS. La degradacion de los
cormos y la colonizacién de tejido asintomatico por FMS indic6 a este como un
potencial patogeno en el alrhacenamiento y la produccion de cormos de gladiolo,
esto coincidié con Woltz et al (1978), (citado por Barrows-Broaddus y Dwinell,
1980), quienes demostraron que otras especies de Fusarium (FMS) podrian ser
aisladas de cormos comerciales y que estos aislamientos eran potencialmente

patogenos del gladiolo (Barrows-Broaddus y Dwinell, 1980).

Una enfermedad desconocida causante de la marchitez y muerte de plantas de
gladiolo fue estudiada molecularmente mediante PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) en 2004 en el estado de Puebla, México. En este estudio Gonzalez
(2009), reportd cinco especies fungosas que fueron identificadas en tejido sano y
sintomatico de cormos plantados y de almacén; también en tejido dafiado de
tallos basales y cuello de plantas de campo, esta fueron: F. oxysporum f. sp
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gladiofi, F. solani, Penicillium sp., y dos especies reportadas anteriormente,
Acremonium strictum y Gliocadium roseum que eran desconocidas en este
cultivo.

3.3.2.- Importancia

La pudricién del bulbo originada por F. oxysporum f. sp gladioli es la enfermedad
mas importante del gladiolo y es fransmitida por el suelo (Van Rijbroek et al,
1997, Loeffer ef al., 2000, Riaz et al., 2009b., Chung et al., 2009). Es el principal
problema con el material de siembra (cormos) y se encuentra en raices, cormos y
principalmente en el suelo. (Leyva, 1992, CESVMOR, 2009a). Es considerada la
anfermedad mas destructiva y se distribuye ampliamente en la mayoria de los
paises productores de gladiolo del mundo (Paulus et af., 1971, Mishra et al., 2000
Tripathi et al., 2009)}. F. oxysporum f. sp gladioli es un patégeno importante que
puede reducir la produccién de cormos y flores de gladiolos (Nasir y Riazuddin,
2008b) y causar grandes perdidas econdmicas a los productores (Ram et al.,
2004). El cultivo de los cormos y las flores se ve obstaculizada por este hongo, la
forma especial gladioli se ha convertido el mayor problema durante la cuitivacion
(Van Rijbroek et al., 1997).

3.3.3. - Morfologia
Una de las caracteristicas principales de F. oxysporum f. sp. gladioli es la
capacidad para producir varios tipos de esporas como microconidios,
macroconidios y clamidosporas, estas Ultimas sirven como esporas de resistencia
(Bautista, 2002, Straathof et al., 1997a). Posee un micelio extenso y algodonoso,
frecuentemente con algunos matices rosas, pdrpuras o amarillentos; conidiéforos
variables, delgados, simples o cortos y robustos, ramificados irregularmente, solos
o agrupados dentro de un esporodoquio; conidios hialinos variables
principalmente de dos clases, frecuentemente sostenidas en pequefias cabezas
hiimedas, macroconidios con varias células delgadas, curvadas o encorvadas en
donde termina la punta de forma tipica de canoa, microconidio unicelular, ovoide o
en forma de huso, nacen solos o en cadena algunos conidios intermedios con 2 a
3 células, oblongas o ligeramente curvadas. La especie presenta abundantes
microconidios de cabeza falsa, con clamidosporas oscuras, terminales, formadas
a expensas del micelio o de los macroconidios, la mayoria de las células son uni o
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bhinucleadas, los nucleos son individuales y contienen 12 cromosomas {(Domsch et
al., 1980, Romero, 1988 Straathof ef al., 1997b).

3.3.4.- Sintomas

La pudricién del cormo tiene tres diferentes formas: vasculares, raiz café y raiz
basal seca (An6nimo, 1983). En cormos presenta pequefias pudriciones
himedas, irregulares; varian de color segun al esporular. Dentro de los dafios
notables, baja el rendimiento de la flor y cuando los dafios son severos se pierde
la produccién de cormos (CESVMOR, 2009a). Cuando los cormos infectados son
plantados, los cormos mas severamente enfermos no germinan en el suelo, o
germinan pero produ'cen hojas débiles y amarillas que pronto mueren. Los cormos
menos infectados pueden producir plantas que crecen normalmente hasta la
ultima temporada. Eventualmente, sin embargo, las puntas de las hojas se tornan
de un color amarillo y estas comienzan a morir gradualmente hasta que la planta
entera esta muerta (Anénimo, 1983). En hojas causa un amarillamiento que
comienza por los exiremos hasta secar Ié planta completamente, otro sintoma
comun en los primeros estadios de desarrollo, es un encurvamiento de las hojas
tomando el aspecto de “cuerna torcido” (CESVMOR, 2009a).

3.3.5.- Ciclo de vida y Epidemiologia
Wilfret y Wotz (1973), realizaron un experimento en la cual encontraron que la
témperatura optima para el desarrollo de la enfermedad de la pudricién del cormo
era de 26.6 °C. Observaciones en campo mostraron que la enfermedad fue mas
evidente a principios del otofic y despues de primavera cuando las temperaturas
del suelo eran de aproximadamente 26.6 °C, que corresponde al optimo desarrolio
y crecimiento de Fusarium (Wilfret y Woltz, 1973). Las condiciones que favorecen
el desarrollo de esta enfermedad son la alta humedad del suelo, dias cortos,
mucho nitrégenc y poco potasio. Asimismo, aungue el éptimo desarrollo de ia
enfermedad es de 25 a 26°C, a los 21.1 °C es menos severa y a fos 15.5 °C ya no
se presenta. El pH favorable va de 5 a 6, los abonos organicos y estiércol fresco
ayudan a la produccion de Fusarium (Bigre, 1990). A temperaturas mas altas y
mayor concentracion de inoculo dan una alta incidencia de la enfermedad (Van
Rijbroek et al., 1997). Bautista (2002) reporto qué las temperaturas del suelo de
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29 a 35 °C, durante el dia, y 24 a 29 °C durante la noche, son las mas favorables
para la infeccién, colonizacion y desarrollo de sintomas.

‘Segin Magie (1980a), menciona que las infecciones de cormos tienden a
permanecer en dormancia hasta activarse por el clima caliente, fertilizantes de
amonio y altos niveles de nitrégeno. Muchas variedades de gladiolo son
tolerantes pero ninguna es resistente a la enfermedad producida por Fusarium
(Magie, 1980a).

Cuando los cormos se plantan en el suelo infestado con el patégeno, el hongo
infecta las raices y coloniza la zona de elongacién en el area de tejido no
diferenciado que se convertira en el tejido vascular. Los vasos del xilema se
colonizan antes de expresar los sintomas. Cuando alcanza a diferenciarse, se
mueve dentro de los vasos del xilema y se dispersa en la planta, siempre y
cuando la temperatura de! suelo y el ambiente le sean favorables (Bautista, 2002).

El tamafio de los cormos de gladiolo no tiene un efecto significativo en el nivel de
infeccion de F. oxysporum gladioli (Van Rijbroek et al., 1997). La existencia de
infecciones latentes de Fusarium en los bulbos de gladiolo puede causar serios
problemas en la practica. Cuando los cormos aparentemente sanos son plantados
a veces presentan sintomas severos de Fusarium, incluso cuando un tratamiento
fungicida adecuado se ha dado a los cormos (Roebroeck ef al., 1990).

3.3.6.- Toxinas
Las fitotoxinas son bien caracterizadas como simples moléculas para la
resistencia del hongo. Entre estos metabolitos, el acido fusarico y el deoxinivalenol
juegan un papel impbrtante en el desarrollo de la enfermedad (Nasir y Riazuddin,
2008a). Las variedades de gladiolo “Friendship’, “Peter Pears”, “Victor Borge” y
“Novalux” son altamente susceptibies al acido fusarico (Nasir y Riazuddin, 2008b).

3.3.7.- Control
El control de F. oxysporum f. sp. gladioli se ha estudiado desde el punto de vista

preventivo y curativo.
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3.3.7.1.- Control cultural
El cultivo del giadiolo, por diversos aspectos fitosanitarios, se ha desarrollado en
forma rotacional en las regiones productoras. Se debe evitar el cultivo de esta
especie en vecindad con plantas que son susceptibles a las enfermedades y que
pueden transmitir infecciones. Entre las plantas ornamentales que se deben
avitar, se encuentran las siguientes: aster (Aster sp}, pensamiento (Viola tricofor),
zinnia (Zinnia sp.), violeta (Viofa sp.), perritos (Anfirrhinum majus}), y hortalizas
tales como calabazas (Cucurbita sp.), frijol (Phaseolus vulgaris), chicharo
{Physalis sativum), zanahoria (Daucus carota), pepino (Cucumis sativus), jitomate
(Lycopersicum esculentum), apio (Apium graveolens). Leszczyfiska (1994),
menciona que es necesario llevar a cabo una rotacién del cultivo por lo menos

cada seis o siete afios.

La biofumigacion ha sido cominmente usada para el control de patégenos de
suelo, desafortunadamente algunos fumigantés poseen atributos negativos como
peligros o riesgos a la salud humana, la contaminacion ambiental y la reduccion
de la capa de ozono. Ante esto Riaz ef al. (2009b), evaluaron la co-cultivacion y
rotacién de cultivos para el manejo de esta enfermedad. Ellos utilizaron en la co-
cultivacién a la cebolla (Allium cepa), nabo silvestre (Brassica campestris), chile
(Capsicum annum), nabo o mostacilla (Eruca sativa), girasol (Helianthus annuus),
zempazuchitl (Tagetes erectus) y maiz (Zea maydis). Estos cultivos redujeron la
incidencia de la enfermedad al ser rotado con el cultivo de gladiolo.

3.3.7.2.- Control térmico

El propésito de este tratamiento es reducir la posibilidad de pudricién de los
cormos. Las esporas de Fusarium se eliminan a temperaturas mayores (55 a 57
°C). Pero a temperaturas mayores de 57 °C se dafan los cormos. Este método
fue disefiado en Holanda y fue utilizado desde 1950 por los productores de
gladiola en Florida. Principalmente se aplica a los cormos de 2 a 6 cm de diametro
y cormillos. Para aplicar este método, los cormillos deben de estar en dormancia
(Leszczyfiska, 1994).

Un primer tratamiento con agua caliente en el manejo de F. oxysporum f. sp.
gladioli fue realizado por Bald ef al. (1956), en el cual el porcentaje de
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germinacién y el vigor de los cormillos tratados fueron incrementados por el

tratamiento de agua caliente a 57.2 °C por 30 min.

Algunos de los tratamientos térmicos de pre-acondicionamiento de los cormos se
han hecho empiricamente causando una emergencia irregular y baja calidad de
las flores. Ramos-Garcia et al. (2009), realizd un experimento utilizando la
plantacion de bulbos de gladiolo var. “Blanca Borrego” los cuales fueron
sumergidos en quitosano (quitosano grado reactivo y quitosano comercial
Biorend®) y en agua caliente a diferentes temperaturas y en tratamientos
combinados con Biorend® a 1,5%. Los resultados mostraron gue la incidencia de
F. oxysporum en los cormos infectados en forma natural fue de 0% a
temperaturas de 55 °C y 50 °C. Los tiempos de inmersion (0, 10, 15y 20 min) en
agua caliente a 50 °C no mostraron efectos significativos en el desarrollo de
plantas y vida de anaquel. Los cormos sumergidos en Biorend® a 1,5% y agua
caliente a 50 °C aceleraron su emergencia alrededor de 1-7 dias, el numero de
flores aumenté en dos, se amplié el periodo de conservacion para 1-3 dias y se
aumentd el nimero de cormillos.

3.3.7.3.- Control genético
No hay una variedad resistente a la pudricion por F. oxysporum f. sp. gladioli
(Leszczyfiska, 1994). Van Rijbroek et al. (1997), mencionaron gue existen diez
variedades moderadamente resistentes a este hongo, entre las que destacan la
variedad “Amsterdam”, “Applause”, “Eurovision”, “Jacksonville Gold”, “Jesterz2,
“Prana’, “Rose Supreme”, “Victor Borge”, “White Goddess” y “Wing Song’".

3.3.7.4.- Control biologico
Un numero de factores técnicos, ambientales y econdémicos estimulan el uso de
agentes de biocontrol de patdgenos del suelo. Después de décadas de
investigacion en el campo del control  biolégico Unicamente algunos
microorganismos estén disponibles en el mercado y son aplicados exitosamente
en la practica. Un caso diferente en la historia es el de Trichoderma como el
ingrediente activo de bioplaguicidas. Cepas de Trichoderma sp. se han aplicado
exitosamente contra pudriciones basales y de raices causados por Phytium
ultimum, Phytophthora spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia spp, y pudriciones
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ocasionadas por Fusarium en un gran nimero de cultivos (Vannacci y Gullino,
2000).

El control biologico sélo o integrado con otros métodos de control es un atractivo
para el manejo de esta enfermedad. La integracion de los agentes microbianos de
control biolégico con dosis sub-letales de fungicidas se considera una via
prometedora para el control de este agente patégeno con una interferencia
minima con el equilibrio biolégico (Mishra ef al., 2000). El aislamiento de
Trichoderma virens y una combinacion de T. virens con carboxin fueron evaluados
por Mishra et al. (2000), para el control de F. oxysporum f. sp. gladioli en
experimentos bajo condiciones de invernadero y campo. Todos los tratamientos
redujeron significativamente la incidencia de la enfermedad bajo condiciones de
invernadero y campo. T. virens dio un control de menor a buenc comparado con
el carboxin en los experimentos. La incidencia de la enfermedad se redujo de
42.5% en el testigo sin tratar a 8.5% y 11% con los tratamientos probados. En el
primer afo del ensayo de campo los tratamientos quimicos simples y biolégicos
dieron una reduccién similar en ia incidencia de la enfermedad de 66% en el
testigo tratado a 21-23.5%. L_a combinacién de los fratamientos dio una reduccion
significativa en la incidencia de la enfermedad de 16-18% en comparacion con los
tratamientos individuales. En el segundo afic se obtuvo una incidencia de la

enfermedad similar a la del primer afio.

La efectividad de los agentes de biocontrol T. harzianum (T014) y Pseudomonas
fluorescens (PS07) se compararon con carbendazim (200 ppm) por Khan y
Mustafa (2005), contra la pudricién ocasionada por . oxysporum f. sp. gladioli,
estos agentes de biocontrol mostraron la reduccion de la pudricion de cormo el
amarillamiento y la poblacion del patégeno en el suelo, ademas de incrementar el
crecimiento y floracién del gladiolo. Los patégenos del suelo infectado redujeron
significativamente la altura de las plantas en todas las variedades excepto en la
variedad “White Prosperity”, la reduccién fue del 20% en la variedad “Her Majesty”
(en comparacion con el testigo), seguido de “King Lear” (15%), “American Beauty”
(11%) vy “Friendship” (10%). T. harzianum disminuyé significativamente el
crecimiento del hongo, aument la altura de las plantas de la variedad “American
Beauty’ en un 11%, “Her Majesty” en un 10%, y de “King Lear’ en un 8% por
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encima del control. P. fluorecens aumenté significativamente la variable de
crecimiento en las variedades “American Beauty”, “King Lear” y “Her Majesty” (8-
12%) en comparacién con el testigo. El fungicida carbendazim también aumentd
la altura de las plantas en estas tres variedades.

En ofra investigacion, cormos de giadiolo se sumergieron en una suspension de
esporas de Fusarium no-patogénico (Fusarium oxysporum y F. proliferatum),
algunos cormos se plantaron directamente o se incubaron por periodos de hasta'8
dias bajo condiciones de 20 °C antes de ser plantados en el suelo infestado con
F. oxysporum . sp. gladioli raza 1 (patogénica). Los resultados mostraron que se
redujo la severidad de la enfermedad con el tratamiento de F. oxysporum no
patogénico en comparacién con el testigo que tuvo un 100% de incidencia, los
tratamientos de los aislamientos no-patogénicos de F. oxysporum se aplicaron en
un periodo de incubacion de 0 dias de incubacién (0% de control), 1 dia (90% de
control), 2 dias (70% de control), 4 dias (30% de control) y 8 dias (80% de conirol)
de incubacion después de haberse sembrado los cormos en suelos infestado con
F. oxysporum f. sp. gladioli raza 1 (Roebroeck y Mes, 1992)

En algunos experimentos de campo realizados por Magie et al. (1980b), se
mostré que la inoculacién de cormos de gladiolo con algunos aisiamientos de F.
moniliforme y F. solani protegieron a los cormos de la infeccion causada por F.
oxysporum f. sp. gladioli. La proteccién con el aislamiento F. moniliforme M-685
fue igual al que se abtuvo con benomil en los diferentes tratamientos de inmersion
de cormos. Los resultados indicaron que para el manejo de F. oxysporum f. sp.
gladioli se deben de considerar las condiciones de suelo y las inoculaciones de
cormos de gladiolo con F. monififorme y F. solani pueden proporcionar un control
afectivo de este hongo, F. monififorme M-685 tuvo un 7.5% de incidencia, F.
- solani 3505A obtuvo un 8% de incidencia y los fungicidas tuvieron un 5.5% de
incidencia en comparacién con el testigo que obtuvo un 30.5% de incidencia
(Magie ef al., 1980b).

Se realiz6 un expetimento bajo condiciones de invernadero con gladiolos de la
variedad “Fany Roja’, el propdsito fue evaluar el efecto de la micorriza arbuscular
en el control de pudricion radical causada por F. oxysporum f. sp. gladioli. Se
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aplicaron tres tratamientos de micorriza (Glomus sp. Zab. 19, G. aggregatum y sin
micorryza) en dos niveles de suelo (infestado naturalmente y pasteurizado). Los
resultados mostraron que los mayores indices de la pudricion radical (IPR)
correspondieron al suelo infestado y sin micorriza (testigo), mientras que la
utilizacion de micorriza permitié disminuir la pudricion radical (iPR) en el suelo
infestado, reduciendo el dafio al aplicar Glomus sp. Zac-19 de 3.30 hasta 1.35y a
0.90 al usar Glomus aggregatum. La utilizacién de micorriza arbuscular, fanto
Glomus sp. Zac. 19 y G. aggregatum favorecié el control biologico del dafio
ocasionado por F. oxysporum f. sp. gladioli en giadiolo con suelos contaminados
por este patégenc (Khalil ef af., 2001).

3.3.7.4.1.- Aplicacién de extractos vegetales y aceites esenciales
3.3.7.4.1.1.- Extractos vegetales

La actividad antifingica de diferentes extracios de hojas de trigo (Triticum
aestivum), maiz (Zea mays), girasol (Hefianthus annus ), chile (Capsicum annum),
cebolla (Allium cepa) y zempazuchitl (Tageles erectus) se evalud por Riaz et al.
(2008), en estudios in vifro sobre el crecimiento de F. oxysporum f. sp. gladioli.
Los resultados mostraron que los extractos de zempazuchitl, girasol y chile fueron
altamente efectivos al reducir significativamente la biomasa del hongo con 54~
79%, 33-85% y 45-57%. En el caso de la ceballa, la concentracién mas alta del
extracto (8%) suprimio la biomasa del hongo de manera significativa en un 73%.

En otros experimentos se evalud la eficacia de extractos acuosos de seis
especies de plantas por Riaz et al. (2009a), entre |as especies de plantas que se
evaluaron fueron del arbol del neem (Azadirachta indica), alstonia (Alstonia
scholaris), henna (Lawsonia alba), cebolla (Allium cepa), ajo (A. sativum) y jenjibre
(Zingiber officinale) y un fungicida (carbendazim). Los tratamientos de los
extractos acuosos de plantas exhibieron efectos variables en la incidencia vy
severidad de la enfermedad. Allium cepa, A. sativa y Z. officinale fueron los
mejores extractos para el manejo de la enfermedad en comparacion con el
carbendazim (Riaz ef al, 2009a). Los extractos de algunas plantas incluso
mostraron mejor potencial en el manejo de la enfermedad que la de la dosis
recomendada de carbendazim. E| efecto antifungico mas pronunciado se registréd

en el tratamiento con extracto de ajo, en diferentes concentraciones, se redujé

27



significativamente la incidencia de la enfermedad de 3-20%, el nivel de severidad
de la enfermedad de 0-1 y el nimero de lesiones de 1 a 6 por cormo. Mientras
que los extractos de cebolla redujeron la incidencia de la enfermedad de 7-27%,
el nivel de severidad de la enfermedad de 0-2 y el nimero de lesiones infeccion
de de 3-12 por cormo. Bajas concentraciones del extracto de ajo (5 y 10%)

resultaron ser mas efectivas gue a las concentraciones mayores de este (15 y
20%).

3.3.7.41.2.- Aceites asenciales

En otro ensayo Barrera-Necha et al. (2009), evalut el efecto inhibitorio en el
crecimiento micelial en bioensayos in vitro de aceites esenciales y sus
compuestos (timol, mentanol y mentona) para el control de F. oxysporum f. sp.
gladioli. De manera general, se observd que los extractos de epazote (Teloxys
ambrosioides), hierbabuena (Mentha piperita) y limon mexicano (Cifrus
aurantifolia) tuvieron una inhibicién en el crecimiento micelial de F. oxysporum f.
sp. gladioli. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. Los
sxtractos de canela (Cinnamomum zeylanicum) tomillo (Thymus vulgaris} y clavo
(Syzygium aromaticum) ejercieron una inhibicién total del crecimiento micelial en
las concentraciones de 100, 150, 200, 250 y 300 mg ml™". La reduccion del
crecimiento fue de 5.4 a 6 mm' dia en el aceite de epazote (Teloxis
ambrosioides), menta (Mentha piperita) y lima (Citrus aurantifolia) cuando se
aumento la dosis de 100 a 300 mg mi™.

Se evalué in vitro el efecto de los aceites esenciales de las hojas de Chan (Hyptis
suaveolens L.) en el crecimiento y morfogénesis de F. oxysporum f. sp. gladiofi.
La toxicidad antifingica del aceite de este se midié en la inhibicién del crecimiento
radial micelial, la cual se inhibi6 a las concentraciénes de 0.998 y 0.748 g ml™.
La inhibicion de la germinacion de conidios fue a una concentracién de 0.450 pg
mi™! (Tripathi et af., 2009).

3.3.7.4.2.- Suelos supresores
Se ha descrito la existencia de suelos que suprimen |a enfermedad de F.
oxysporum & pesar de la presencia del patégeno. Los suelos supresores que
inhibieron ta pudricion del gladiolo causada por Fusarium se han reportado en
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muchos estudios. Su inhibicién sobre Fusarium ha sido atribuida a la influencia de
las propiedades fisico-quimicas del suelo. Entre los microorganismos del suelo,
las poblaciones de F. oxysporum no patogénico estan particularmente implicadas
en los mecanismos de supresion del! suelo a las pudriciones causadas por
Fusarium (Abadie et al., 1998). De acuerdo con Forsyth et al. (2006), la variacién
en los niveles de supresion, la especificidad del hospedero y el espectro de la
supresion de la enfermedad pueden depender de los mecanismos mediante los
que el suelo actlia para reducir la enfermedad. Asimismo, mencionaron que los
mecanismos a través de cual los suelos supresores actlian para reducir la
enfermedad dependen de factores abidticos y biéticos. En los suelos supresores,
las interacciones entre las cepas patégenas y no patégenas dieron como
resultado el control de la enfermedad. Por lo tanto, las cepas no patdgenas se
desarrollan como agentes de biocontrol. Las cepas ho-patégenas de F.
oxysporum mostraron varios modos de accién que contribuyeron a su capacidad
de control bioldgico. Estas cepas fueron capaces de competir por fos nutrientes en
el suelo, afectando la tasa de germinacion de clamidosporas del patoégeno.
También pudieron competir por los sitios de infeccion en la raiz, y pudieron
provocar reacciones de defensa en plantas, induciendo resistencia sistémica.
Estos mecanismos son mas o menos importantes dependiendo de la cepa (Fravel
et al., 2003).

3.3.7.5.- Control quimico
E| tratamiento del suelo con quimicos especificos para eliminar o reducir F.
oxysporum fue el primer intento en el siglo diecinueve. Después de la primera
guerra mundial, la cloropicrina fue usada para fumigar el suelo. Después el
bromuro de metilo, 1,3 dicloropropeno y otros hidrocarburos halogenados también
tuvieron éxito en el control de nematodos y patégenos del suelo (Rees, 1992).

En 1969 se desarrollo el etridiazol como fungicida para el control de patégenos de
suelo, siendo efectivo contra hongos de! suelo como Pythium, Phytophthora,
Rhizoctonia y Fusarium, ademds de considerarse un inhibidor de bacterias y tener
propiedades nematicidas. Este fungicida esta formutado en una mezcla con el
pentacloronitrobenceno (PCNB) para aumentar su actividad de control y tener un
amplio espectro para el control de Fusarium y ofros patégenos (Rees, 1992).
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El amarillamiento y la pudricién basal de gladiolo causada por F. oxysporum f. sp.
gladioli Snyd y Hans se tratd con la inmersién de cormos en tiabendazol y
'benomil, los fungicidas redujeron el nimero de plantas enfermas a 4.3 y 5.1% en
comparacion con el testigo 13.1%, ademas de que el tiabendazol obtuvo el 60.5%
y benomil el 61.6% de flores cosechadas en comparacién con el testigo que
obtuvo solo el 22% (Paulus ef al., 1971).

La eficacia de tratamientos de inmersién de cormos pre-plantados se estudié por
Smit y Sevar (1986), en la cual se utilizaron los fungicidas captan, tiram, folpet,
benomil, fiabendazol, procloraz y una combinacién de los primeros con captan y
benomil, los cuales dieron un control efectivo contra F. oxysporum f. sp. gladioli.
La reduccién en las pérdidas se obtuvo con la combinacién de captan + benomil
ya que se obtuvo un 43.3% de pérdidas en comparacién con el testigo que tuvo
un 93% después de tres meses de haber sido plantados. De manera general, en
cada tratamiento bajo inmersion de fungicidas se obtuvo una proteccion efectiva
evidente por un gran namero de cormos sanos, el vigor de las plantas fue mayor,
el namero de cormillos formados y una alta incidencia en el gran tamafio de los

cormos se obtuvieron.

Para incrementar la eficacia de los fungicidas Ram et al. (2004), mencionaron que
se debe bajar el pH de la solucion fungicida. En este estudio tres grupos quimicos
se usaron en este ensayo para bajar el pH entre ellos estan el acido acético, acido
ascorbico, y etefon, el pH se bajé a 3.2 y sumergiendo los cormos durante 30-60
min. Los mejores resultados se obtuvieron por el uso de acido acético (60 min) al
obtener un 8.6% de incidencia de la enfermedad seguido por el acido ascorbico
(60 min) con un 10.92% de incidencia, con el etefon (60 min) se obtuvo un 6.83%

de incidencia en comparacién con el testigo gue tuvo un 20.53% de incidencia.

3.3.8.- Métodos de inoculacion de patégenos de suelo
En donde sea posible, la inoculacion con patdgenos de raices deberia de tener
lugar utilizando el curso natural de la infeccién y fos niveles naturales del inoculo.
Por consiguiente, un conocimiento previo de los niveles de indculo y la capacidad
del inGculo en suelos infestados de manera natural, el tipo de estructuras
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infectivas del patdégeno (por ejemplo zoosporas, clamidosporas etc.) y la
localizacion del curso de toda la infeccidn contribuye al desarrollo de ensayos de
patogenicidad que estimulan la infeccion natural (Hillocks y Waller, 1997).

El inoculo puede ser adicionado directamente al medio de las macetas ya sea en
pre-siembra o cuando las plantas se encuentran en varias etapas de crecimiento
después de ser sembradas. Las zoosporas, oosporas, conidios y otros propagulos
pueden ser aplicados en niveles cuantificables en términos de nimeros por gramo
de peso seco de mezcla. Alternativamente el micelio de cultivos puros puede ser
cosechado, lavado, el exceso de agua puede ser removido por la presion entre el
pape! absorbente y puede ser aplicado a un peso dado fresco por gramo de peso
seco de la mezcla (Hillocks y Waller, 1997).

El controf de los parametros ambientales, incluidos la femperatura y los niveles de
humedad del suelo, pueden ser criticos en proveer las condiciones favorables
para el desarrollo de la enfermedad (Hillocks y Waller, 1997).

3.3.9.- Métodos de inoculacion de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli
Pruebas de inoculacién en numerosas variedades con aislamientos de Fusarium
han demostrado un amplio rango de niveles de susceptibilidad por variedad.
Wilfret y Woltz (1973), realizaron un experimento para observar la susceptibilidad
de diferentes variedades de gladiolos para F. oxysporum f. sp. gladioli preparado
por una mezcla de 7 aislamientos de Fusarium, el crecimiento del hongo en caldo
dextrosa de papa usando constante agitacion del medio y diluido a 1 X 10°
microconidios por mililitro. Aproximadamente 0.1 ml de la suspensién de esporas
se pusieron en la superficie cortada de cada mitad de 25 cormos de cada
variedad y se colocaron en bolsas de polietileno cubiertas con vermiculita
htimeda. Los cormos se evaluaron tres semanas después de la inoculacion para
obtener el desarrolio de la enfermedad por el corte vertical de los cormos vy
estimar el porcentaje de tejido enfermo. Los resultados indicaron que se obtuvo
una incidencia de la enfermedad en los cormos inoculados que varié del 21.2% al
70.2%, en los cuales estuvieron en los extremos las variedades “Beverly Ann” y
“Friendship”, en los cormos no inoculados se encontré incidencia de la
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enfermedad indicando infecciones naturales Ia_tentes, la temperatura en la que se
encontré una alta incidencia fue de 26.6 °C (Wilfret y Woltz, 1973).

Jones y Jenkins (1974), evaluaron la resistencia en gladiolo a F. oxysporum f. sp.
gladioli, en 25 variedades de gladiolo que se sembraron en macetas de plastico,
los cormos de estas variedades se dafiaron con un cepillo de alambre rigido en
dos sitios, después se inocularon al vertirse 50 ml del in6culo que consistia de
esporas y micelio preparado del crecimiento del hongo en caldo dextrosa papa de
10 dias de edad (el medio se mantuvo en un cuarto oscuro a 25 °C). Después de
[a inoculacién, los cormos se sembraron. Los resultados mostraron que en las
plantas no inoculadas se observé la presencia de infecciones latentes de
Fusarium en los cormos, los sintomas en follaje de F. oxysporum no siempre
correspondieron con las reacciones del cormo y raiz. En las plantas con cormos
gravemente dafiados y raices, a menudo se produjeron menos sintomas en
follaje, en muchos casos, los sintomas en follaje aparecieron como resultado de la
pudricién de la raiz. De manera general la incidencia de la enfermedad fue del 61-
100% (heridos e inoculados) en la variedad “Frienship”. En la variedad *Valeria” la
incidencia fue del 31-61% (heridos no inoculados, heridos inoculados), la variedad
“Beverly Ann” mostrdé un 31-61% (heridos no inoculados, heridos inoéulados) y la
variedad “Fiat Lux” tuvo un 8-30% (heridos no inoculados) y un 31-80% (heridos
inocuiados). Sin embargo, el follaje de algunas plantas no mostraron sintomas de
la enfermedad aunque las raices estuvieran destruidas. Algunas variedades
fueron resistentes en la inoculacién cuando fueron heridas e inoculadas, mientras
que otras variedades fueron resistentes si estas no fueron heridas.

Magie (1980b), realizé varios experimentos con aislamientos de F. oxysporum f.
sp. gladiofi, los cuales consistieron en la aplicacion de suspensiones de conidios
de 800,000 a 1,200,000 ml”' de 5 dias de edad. Los cormos se sumergieron por
dos segundos y posteriormente se sembrarcn en bolsas de plastico. Los
resultados mostraron que el testigo (no inoculado) obtuvo un 30.5% de
pudriciones de cormos comparados con el 30.5% (F. moniliforme M-669), 7.5% .
(F. moniliforme M-685), 8% (F. solani 3505A), 40% (F. solani CF-12), 41.5% (F.
solani 3505A) y 5.5% (benomii + captan por 10 min).
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En otro experimento realizado por Barrow-Broaddus y Dwinell (1980), el inculo
de F. oxysporum f. sp. gladiofi se cultivo en medio Czapek, después de 4 dias de
haber sido sembrado a 25 °C la concentracion se ajustd a 1x10® conidios ml™, la
superficie de los cormos se esterilizo, después se hicieron orificios en los cormos
con un horadador del # 3 a una profundidad de 1.25 cm, el in6culo (0.1 ml) se
adiciond dentro del orificio con una micropipeta, los orificios se taponaron con
algodon estéril y los cormos se colocaron en bolsas de polietileno con suelo
estéril. Los resultados mostraron un promedio del 4% en el indice de pudricion del
aislamiento O-700 y un 2.75% del aislamiento O-706 de F. oxysporum f. sp.
gladioli en comparacion con el testigo que obtuvo el 1%.

En otro experimento con F. oxysporum f. sp. gladioli en el cultivo de Fressia,
Rattink (1986), se aisl6 este hongo y se sembrd en una solucion Richard's a 23 °C
por diez dias. El contenido de un matraz fue homogenizado, 50 mil de la
suspension se adiciond al suelo de las macetas en donde se sembraron plantas
de Fressia. Los resultados mostraron que después de la inoculacién en Fressia
con diferentes aislamientos de F. oxysporum f. sp. gladioli se obtuvo una
incidencia de sintomas en plantas desde los 3.5% a 13%, indicando la transmisién
de F. oxysporum f. sp. gladioli del suelo a los cormos sanos, sin embargo, plantas
de Fressia no inoculadas mostraron un indice de pudricién cercanas al 60% en
suelo estéril. En el caso de cormos sanos plantados en suelo no esterilizado se
obtuvé un 48% de incidencia. Estos resultados indicaron infecciones latentes en la
supetficie de los cormos de Fressia.

Roebroeck ef al. (1990), obtuvieron cultivos monosporicos de F. oxysporum f. sp.
gladiofi para la inoculacién de cormos de gladiolo, los cultivos monospéricos se
hicieron en agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 25 °C por dos semanas.
Las suspensiones de esporas se realizaron al verter 0.02% de Tween 80 en los
medios de cultivo PDA raspando la superficie del agar con una espatula. Las
suspensiones se filtraron para remover los fragmentos de micelio y las esporas se
midieron con una camara de Neubauer, la concentracion de esporas se calculé en
100 esporas ml' y en otro tratamiento fue de 20 esporas ml”', ambas
suspensiones fueron vertidas en diferentes bolsas de plastico antes de sembrar
los cormos. Los resultados mostraron que de 25 bolsas sembradas a las gue se
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les adiciono la primer suspension (100 esporas ml") resultaron en 100% de
infeccién, en contraste a las bolsas que se les adiciond la segunda suspension de
esporas (20 esporas ml™") en donde se obtuvo solo el 46% de infeccion.

Roebroeck y Mes (1992), realizaron un experimento con £. oxysporum f. sp.
gladiofi en gladiolo, ellos prepararon una suspension de esporas de F. oxysporum
f. sp. gladioli provenientes de medio PDA incubado por dos semanas a 27 °C bajo
condiciones de obscuridad. A la suspensién de esporas se le adicioné 0.02% de
Tween 80, se filtré en papel No. 269 para remover fragmentos de micelio, y se
ajusto la concentracion a 10°% esporas ml™". Posteriormente, se mezclaron con el
suelo (10 mi de la suspension por litro de suelo) antes de sembrar jos cormos. Los
cormos de la variedad “Peter Pears” se sembraron en el suelo inoculado y se
ubicaron en invernadero a temperaturas de 23-30 °C. Los resultados de la
inoculacion después de seis semanas de haberse plantado mostraron un 100%
de incidencia de la enfermedad en los testigos comparado con los tratamientos de
aislamientos no-patogénicos de F. oxysporum que se aplicaron en un periodo de
incubacion de 1 (10% de incidencia), 2 (30% de incidencia), 4 (70% de incidencia)

y 8 dias (20% de incidencia) después de haberse sembrado los cormos

Van Rijbroek et al. (1997), realizaron un ensayo para observar la resistencia de
variedades de gladiolo a F. oxysporum f. sp. gladioli con diferentes
concentraciones de inoculo, la manera de realizar la inoculacion fue en el suelo.
Para la infestacién del suelo se utilizé una mezcla de dos aislamient.os agresivos
de F. oxysporum f. sp. gladiofi Los hongos se mantuvieron en medio de
crecimiento Czapek para la preparacion del indculo. El hongo se vacié en jarras
de vidrio y se mezcld con una mezcla de tierra-avena estéril a 23 °C por dos
semanas. Todo el crecimiento micelial de la mezcla se molié y se mezclé con el
suelo a una concentracion de 0.1%, posteriormente se sembraron los cormos de
gladiolo. Tres concentraciones de 1a mezcla de F. oxysporum f. sp. gladioli se
calcularon en 37,000, 24,000 y 11,000 propagulos por gramo de suelo. Los
resultados mostraron que Gnicamente el nivei alto del indculo (37,000 propaguios
por gramo de suelo) dio un alto nivel de infeccion para todas las variedades del

gladiolo.
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Straathof ef al. (1997a), realizaron el mismo método de inoculacion antes
mencionado por Van Rijbroek et al. (1997). La concentracion de propagulos fue
de 11.10% propagulos por gramo de suelo. Los resultados mostraron que el
porcentaje de infeccion varié dependiendo del tipo de variedad, ellos mostraron
que en variedades folerantes unicamente se obtuvo el 11% de infeccion
(Roselind+G. dalenii 031-3), y 14% (G. dalenii 031-3 + Roselind). L.a severidad de
la enfermedad fue baja, en contraste con las variedades susceptibles se
obtuvieron incidencia de 92% (Applause+Hunting Song) y 87% (Petear
Pears+Applause).

Shakir et al. (1998), aislaron al patégeno de raices y cormos con sintomas de |a
enfermedad. Piezas de los cormos infectados se cortaron y se colocaron en
medio PDA y se incubaron a 25 °C. Los cormos sanos se sumergieron en una
solucién de F. oxysporum f. sp. gladiofi, la cual consistié en que a todo el
contenido de medio de cultivo PDA de 15 dias de edad se le adiciono 200 ml de
agua esterilizada para después hacer la inmersion por 24 h de los cormos.
Después se sembraron en suelo estéril, y se incubaron a diferentes temperaturas.
Los resultados mostraron que hubo la incidencia de la enfermedad fue de 72% a
25 °C, B4% a 30 °C, 36% a 20 °C, 8% a 15 °C y 0% a 10 °C después de 90 dlas
de haber sido inocutados.

Straathof et al. (1998), utilizaron los aislamientos agresivos de F. oxysporum f. sp.
gladioli con la finalidad de seleccionar variedades resistentes de gladiolo a esta
enfermedad. Ellos utilizaron el mismo método de inoculacion que Van Rijbroek ef
al. (1997), el niumero de propagulos fue de 13.10* por gramo de suelo y después
de preparar la mezcla del inoculo y el suelo, los cormos se sembraron. Después
de dos semanas de inoculacion el [ndice promedio de la enfermedad en la
variedad “Advance’ fue de 5%, “Amsterdam” 2.6%, “Applause” 2.1%, “Flower
Song” 5%, “Hopmans Glory” 3.8%, “Hunting Song” 5%, “Jessica” 4.7%, “Jessie M
Corner” 1.2%, “Maureen” 2.4%, “Oscar’ 4.9%, “Meter Pears’ 5.0%, “Ravissante”
2.3%, “Roselind” 1.0%, “Rougex” 4.3%, “Saxony” 2.4%, “White Prosperity” 4.4%,
“477J" 4%, “Alice” 3.8%, “Charmer” 4.4%, “Georgette” 3.9%, “Harrégate” 4.3%,
“Kryptos” 5.0%, “Richmond” 4.8%, “Marlekyn” 1.3%, “Mirelia” 4.8%, "Perseus’
2.6%, “Yellows Special’ 1.9%, “Aibus” 5%, “Nymph” 5%, “‘Robinetta” 5%, "‘Rose
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Charm” 4.8%, y “Cornelius” 1.3%. Se encontraron altos niveles de tolerancia a F.
oxysporum f. sp. gladioli en tres especies (G. calianthus, G. ganierii y G, dalenii),
en cuanto a G. dalenii 10 de las 15 variedades inoculadas no produjeron
sintomas.

Haan et al. (2000), realizaron la inoculaciéon en cormos de gladiolo en las
variedades “Peter Pears” y “Nymph” de acuerdo al método reportado por
Roebroeck y Mes (1992). Ellos obtuvieron 132 aislamientos de los cuales 74
aislamientos correspondieron a F. oxysporum f. sp. gladioli, 38 aislamientos
correspondieron a F. oxysporum f. sp. asparagi, pisi, lupini, y cepae y 20
aislamientos de ofros cultivos (tulipan, narciso, ciclamen y clavel). l.os cormos de
gladiolo se sumergieron en una suspension de esporas 1x10° y se mezclaron con
el suelo. Después de seis semanas de haberse sembrado los cormos y con una
temperatura promedio de 23 °C el indice de patogenicidad se obtuvo. De los 132
aislamientos de F. oxysporum f. sp. gladiofi, 44 aislamientos fueron patogéenicos
para ambas variedades ("Peter Pears” y “Nymph”) y se clasificaron como raza 1,
23 de los aislamientos de F. oxysporum f. sp. gladioli fueron patogénicos a la
variedad “Nymph” y fueron asignados como raza 2. Un grupo de 65 aislamientos

no causaron sintomas.

Mishra et al. (2000), evaluaron un método diferente de inoculacién, elios
inocularon a F. oxysporum f. sp. gladioli en granos de sorgo, los granos
colonizados se secaron y se molieron hasta hacer un polvo fino. La concentracion
del inoculo de la preparacién del polvo fino se ajusté por el uso de polvo fino como
relleno para dar una concentracion de 107 conidios por gramo de producto final. El
polvo se vertib en suelo esteril (3 g kg™' de suelo) para que después se plantaran
los cormos de gladiolo. El porcentaje de pudricién de cormos a los 60 dias fue del
42.5% en el testigo, el tratamiento con T. virens obtuvo el 10% incidencia de
cormos podridos y el carboxin con el 11% de incidencia, la combinacion de ambos

obtuvo un 8.5% de incidencia.

Ram et al. (2004), realizaron un experimento para evaluar diferentes fungicidas
para el control de F. oxysporum f. sp. gladioli. En este estudio se seleccionaron

cormos provenientes de campo sanos y cormos con darios visuales de sintomas
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de F. oxysporum f. sp. gladioli, después se sumergieron en diferentes soluciones
de fungicidas. Los resultados mostraron que en los testigos la incidencia de la
enfermedad fue el primer afio 35.47%, el segundo afic 34.45% y el tercer afio
40.73%. La incidencia de la enfermedad en cormos fratados con fungicidas fue en
un rango del 9'.9% al 33% en tres afos de investigacion.

En otro experimento llevado a cabo por Khan y Mustafa (2005), se inoculd
semillas de sorgo con cultivos puros de F. oxysporum f. sp. gladioli durante 8 dias
a 25 °C. Las semillas de sorgo colonizade por F. oxysporum f. sp. gladioli se
maceraron con agua destilada y un molino eléctrico para preparar una suspension
del inéculo. Una suspension de 25 mi con 4 g de semilla de sorgo colonizado se
mezclaron con 2 kg de suelo estéril, se colocaron en macetas para posteriormente
sembrar cormos de gladiolo. Después de cuatro meses los resultados mostraron
que la infestacion del suelo con F. oxysporum f. sp. gladiofi causaron sintomas
caracteristicos de la pudricién café y amarillamiente en todas las plantas. Las
variedades “King Lear”, “Frienship”, y “Her Majesty” mostraron amarillamiento de
hojas y pudricién en el centro de los cormos, la excepcion fue la variedad “White
Prosperity” que no mostré sintomas. Los indices de severidad de la enfermedad
se determinaron con una escala en la cual la variedad “White Prosperity” obtuvo
un 19% de pudricion y amarillamiento, la variedad “King Lear” un 20-39%, “Friend
Ship” un 40-59%, “Her Majesty” con 40-59% y “American Beauty” 20-39%.

Sharma y Tripathi (2008), utilizaron la variedad “Frienship Pink”. Antes de la
aplicacién de los tratamientos (agua caliente, radiacion UV-C, aceite esencial o
tratamientos integrados), los cormos se hirieron con un alfiler en distintos lados
(aprox. 25 por cada cormo, cada pinchazo de 3 mm de profundidad con un
didmetro 1.5 mm de diametro). Se inocularon bajo inmersién en una suspension
de conidios 10° del patégeno durante 30 min. y se incubaron a 25 + 2 °C durante
24 h. Los resultados mostraron que después de 4 semanas los testigos
inoculados obtuvieron un 47.22% de incidencia y posteriormente a las 12
semanas se obtuvo un 57.37% en comparacién con el tratamiento del aceite
esencial “H. suaveolens’ que obtuvo de 0% a 1.13% después de 12 semanas con

la mayor concentracién del mismo .
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Para la preparacion de! inoculo de F. oxysporum f. sp. gladioli Gonzalez (2009),
prepard 13 aislamientos de F. oxysporum f. sp. gladiofi en agar papa-zanahoria
los cuales se incubaron a 28 °C bajo condiciones de luz blanca. La suspension
conidial fue de 2.4 x 10° en 50 ml de agua destilada. Cuatro cormos se inocularon
con cada aislamiento (dos cormos con heridas en la periferia basal y dos con
heridas). La suspension conidial se ariadi¢ al tallo basal de todas las plantas
sembradas. Los sintomas de la enfermedad se evaluaron 30 dias después de la
inoculaciéon. Los resultados mostraron que todos los aislamientos fueron
patogénicos principalmente en tejidos heridos mostrando pudricién basal y
pudricién de nuevos cormos, el porcentaje del area del cormo infectada con F.
oxysporum f. sp. gladioli fue del 40%-50%.
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IV.- MATERIALES Y METODOS
4.1.- Lugar de muestreo

La zona de muestreo comprendié el municipio de Cuautla, que es uno de los
principales municipios productores del cultivo de gladiolo en el estado de
Morelos. Se realizé un recorrido de campo, llevandose a cabo la colecta en el
campo denominado “Puxtla” donde habia areas infestadas de F. oxysporum f. sp.
gladioli (Fig. 1). Se colectaron cormos de gladiolo y plantas de diferentes
variedades, los cuales presentaron sintomas caracteristicos de la infeccion
causada por F. oxysporum f. sp. gladioli (Fig. 2). La toma de muestras se realizd
en diferentes puntos de cada parcela en donde se observaron plantas con
amarillamiento, marchitamiento y muerte total de la planta. Las muestras se
sacaron con una pala recta y se colocaron en bolsas de plastico previamente
etiquetadas (lugar, fecha), las cuales fueron llevadas al laboratorio de Fitosanidad
del Centro de Desarrollo de Productos Bidticos (CEPROBI) del Instituto
Politécnico Nacional en Yautepec Morelos. Ademas de colectar plantas y cormos
de gladiolo, se colecté suelo de la zona cercana a la raiz de las plantas de
gladiolo que presentaban sintomas caracteristicos de amarillamiento y muerte
causado por F. oxysporum f. sp. gladioli.

Fig. 1.- Colecta de plantas enfermas y suelo en la region de Cuautla.

4.2.- Colecta de cormos
Los cormos colectados pertenecian a la variedad “Roja borrega®, los cuales

fueron utilizados en el experimento.
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Fig. 2. Sintomas de la fusariosis en plantas colectadas de campo.

4.3.- Aislamiento y purificacion de Fusarium
Los cormos y plantas de gladiolo con los sintomas anteriormente descritos se
colocaron en una soluciéon con hipoclorito de sodio al 1% durante 3 min, se
enjuagaron con agua destilada estéril y se colocaron en camaras humedas
durante 24 h para promover el crecimiento de micelio (Fig. 3). Una vez que se
manifesto la enfermedad se usaron porciones de micelio las cuales se colocaron
en cajas Petri con PDA y se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias.
Para obtener cultivos monoconidiales, las cepas se purificaron con la técnica de
punta de hifa, transfiriendo el micelio en cajas Petri nuevas con PDA. El suelo

colectado se puso bajo condiciones de oscuridad y humedad (30 dias).

Fig. 3. Plantas de gladiolo enfermas en carara humeda.
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4.4.- identificacion del patégeno

Para la identificacién taxonomica de los aislamientos de Fusarium a nivel de
génerd se utilizo la metodologia de clasificacion de Barnett y Hunter (1998); la
cual toma en cuenta la forma y el color de la colonia, este Gltimo consiste en un
crecimiento algodonoso con coloraciones rosas, plrpuras y blancas (Fig. 4). Para
la identificacion a nivel de especie de F. oxysporum se consideraron las
descripciones de Booth (1971), Smiley ef al., 1992 y Domsch ef al., (1980), las
cuales consideran estructuras como microconidios, macroconidios Yy
clamidoéporas, los macroconidios de forma curvados o encorvadas y la punta de
forma tipica de canoa (Fig. 5).

Fig. 4. Crecimiento algodonoso de F. oxysporum en cajas Petri con coloraciones
rosas, purpuras y blancas.

1

Fig. 5. Microcondios y macroconidios caracteristicos de F. oxysporum
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4.5.- Evaluacion de diferentes métodos de inoculacion
En todos los tratamientos los cormos se sembraron en dos tipos de suelo: esteril
(121°C, 15 Ib de presion durante 3 h) y con indculo (suelo colectado de las areas
infestadas). Una vez identificado el hongo se realizaron los diferentes métodos de

inoculacion que se describen a continuacion:

4.5.1.- Siembra directa de cormos con lesiones
El primer método de inoculacién fue de manera directa al seleccionar cormos que
presentaban lesiones o sintomas caracteristicos de F. oxysporum f. sp. gladioli
(pequefias pudriciones humedas, irregulares, que variaban de color de cafe a

rojizo y hundidas) (Fig. 6).

Fig. 6. Cormos con sintomas de pudricién por Fusarium oxysporum f. sp. gladioli.

4.5.2.- Siembra directa de cormos sanos
Una vez obtenidas la cepa puras de F. oxysporum f. sp. gladioli, se realiz6 un
segundo método de inoculacion que consistié en sembrar cormos aparentemente
sanos en suelo estérii y suelo infestado. Una vez emergida la raiz de
aproximadamente 3 cm de longitud se les agregd una solucion de esporas a la
raiz. Para la preparacion de la solucion de esporas se agregé primeramente agua
estéril a la caja Petri con el inoculo de 10 dias de edad y se raspé todo el
contenido (Fig. 7). Después se realizd el conteo de esporas en la camara de

Neubauer, ajustando la concentracién final a 108 esporas mi". A la solucion de
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esporas se le adicioné Tween 20 (20 pl ml™). Una vez obtenida la solucién, se
adicionaron 10 ml en los 3 primeros cm de profundidad del suelo en plantulas
emergidas, previamente sembradas. Después de 5 dias de la primera inoculacion
se realizd una segunda inoculacién con 5 ml de la solucion citada anteriormente
(Fig. 8).

Fig. 8. Aplicacion de la segunda inoculacion de la solucion de esporas de F.

oxysporum f. sp. gladioli.
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4.5.3.- Siembra directa de cormos sanos dafados con
punciones e inoculados
El tercer método de inoculacion consistio en sumergir cormos, previamente
dafados de forma manual, en la solucién de esporas de la cepa de F. oxysporum
f. sp. gladioli. Los cormos se dafiaron mediante punciones realizadas con una
aguja de diseccién estéril, cerca de la zona de raiz (20 punciones) (Fig. 9). La
solucion de esporas se realizé siguiendo la metodologia antes descrita utilizando
la misma concentracion. Se sumergieron los cormos dafiados en forma manual

en la solucion de esporas durante 24 h (Fig. 10).

Fig. 9. Dafio mecanico a los cormos de gladiolo mediante punciones.

Fig.10. Inmersion de cormos en la solucion de esporas (10°% de F. oxysporum f.

sp. gladioli.
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4.5.4.- Siembra directa de cormos sanos dafiados con bisturi e
inoculados
Previo a la inoculacion se sembraron cormos sanos de gladiolo en suelo esteéril
para su germinacion. Una vez emergido el tallo y la raiz de aproximadamente 3
cm de longitud, se realizaron heridas con bisturi en la zona de crecimiento de la
raiz y se sumergieron en la solucién de esporas (10°%) de F. oxysporum f. sp.
gladioli durante 48 h (Fig. 11), después se sembraron nuevamente en suelo

estéril y con inoculo.

Fig. 11. Heridas mecanicas realizadas con bisturi en la zona de raiz del cormo de

gladiolo.

4.5.5.- Siembra directa de cormos sanos y posteriormente
danados e inoculados
Otro método de inoculacion consistié en sembrar cormos sanos en suelo esteéril.
Una vez emergida la raiz de aproximadamente 3 cm de longitud se realizaron
heridas mecdanicas sobre ésta en la zona de crecimiento de la raiz y en la misma
raiz. Se sumergieron los cormos en solucion de esporas de F. oxysporum f. sp.
gladioli (10°) y en otra solucién con esporas y micelio (200 ml de agua
destilada/caja) durante 24 y 48 h cada uno de los anteriores tratamientos, y
obteniéndose por tanto 4 tratamientos. Los cormos se sembraron nuevamente en

suelo esteéril y con inoculo.
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4.5.6.- Siembra de cormos heridos y posteriormente inoculados
El ultimo método de inoculacién consisti6 en realizar orificios con un
sacabocados en la parte inferior de los cormos y cercanos al corazén del cormo
(aproximadamente de 3.9 mm de didmetro y 1.50 cm de profundidad) (Fig. 12).
Una vez que se hizo el orificio en el corazon del cormo, se coloco micelio de F.
oxysporum f. sp. gladioli bajo condiciones asépticas (Fig. 13). El orificio se sell6
con cera de abeja para evitar la entrada de otros posibles patégenos.

Fig. 13. Inoculacién del cormo con micelio de F. oxysporum f. sp. gladioli.

4.5.7.- Testigo
El testigo consistié en sembrar cormos sin inocular, a los cuales unicamente se

les agrego6 agua destilada esterilizada.
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4.6.- Disefio experimental
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 10 repeticiones por
tratamiento (10 tratamientos y 2 niveles para suelo (estéril e inoculado). En el
cuadro 1 se resumen los tratamientos evaluados.

Cuadro 1.- Tratamientos evaluados.

Simbologia Tratamiento Condiciones
A Siembra directa de cormos con Suelo estéril Suelo
, lesiones inoculadoe
B Siembra directa de cormos Suelo estéril Suelo
sanos inoculado
C Siembra directa de cormos Suelo estéril Suelo
inoculados previamente inoculado
dafiados con puncicnes
D Siembra directa de cormos Suelo estéril Suelo
inoculados dafiados con bisturi inoculado
S E1c Siembra directa de cormos Suelo estéril Suelo
sanos y posteriormente (24 h) conidios inoculado
_ dafiados (24 h) conidios
Flcym Siembra directa de cormos Suelo esteril Suelo
sanos y posteriormente (24 h) conidios inoculado
dafiados y micelio (24 h) conidios
"y micelio
G2c¢ Siembra directa de cormos Suelo estéril Suelo
sanos y posteriormente {48 h) conidios inoculado
dafados {48 h) conidios
H2cym Siembra directa de cormos Suelo estéril Suelo
sanos y posteriormente (48 h) conidios inoculado
dafiados y micelio (48 h) conidios
y micelio
| Siembra de cormos heridos y Suelo estéril Suelo
posteriormente inoculados inoculado
T Testigo Suelo esteril Suelo
inoculado

¢ se refiere a la solucién de conidios 10%. ¢ y m: Se refiere a la solucién de conidios y micelio sin filtrar, 1.

se reflere al tiempo de 24 horas en el que se sumergieron los cormos de gladiolo. 2: se reflere al periodo de

tiempo de 48 horas en que se sumergiercn 10s cormos de gladiclo.

Todas las plantas se regaron y se€ mantuvieron en a una temperatura de 28-30 °C
y a 80-85% de humedad relativa. Para medir la temperatura del suelo se utilizé un
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Termometro digital modelo RTD 45519, marca TR di Turrén & C, la temperatura
ambiental y la humedad relativa se midieron con un higrémetro digital modelo HD
8501, marca Delta OHM. Las evaluaciones se realizaron a los 7, 14, 21 y 28 dias

después de la inoculacion.

Dado que en el invernadero en un ciclo anterior se observo que existieron
temperaturas altas lo cual no permitié diferenciar el desarrollo del hongo en
estudio y confundié los efectos de los tratamientos, se consideré conveniente
hacerlo a campo abierto, bajo condiciones de sombra, en donde las temperaturas
se mantuvieron mas o menos constantes (26-28 °C) para el optimo desarrollo de

F. oxysporum f. sp. gladioli.

Fig. 14. Tratamientos a campo abierto.

4.7.- Variables evaluadas
Las variables evaluadas fueron: (i) periodo de incubacién, (ii) incidencia y
severidad de la enfermedad. El periodo de incubacién se consider6 como el
periodo de tiempo que transcurrié desde la siembra del cormo hasta la aparicion
de los primeros sintomas en el. La incidencia de la enfermedad se evalué a traves
del numero de plantas que presentaron los sintomas de amarillamiento con
respecto al numero total de plantas que se inocularon y se expreso en porcentaje.

La severidad de la enfermedad se determind a través de una escala de dafios
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siguiendo la metodologia propuesta por Unterstenhofer (1976) citado por
Mendoza (1997) (Cuadro 2). Estos autores demostraron que para algunas
enfermedades hay una alta relacion de significancia entre la incidencia y la
severidad. En consecuencia, es posible estimar la severidad a partir de los datos
de incidencia, facilitando asi la estandarizacion de las fuentes y evaluaciones de
la enfermedad. Se realizaron algunas adecuaciones en las escalas para describir

esta enfermedad y se utilizo finalmente la siguiente escala (Cuadro 2 y Fig. 15):

Cuadro 2.- Escala recomendada para evaluar hongos del suelo.

Valor Sintoma

= Plantulas no infectadas (0%)

= Plantulas con dafiio ligero (1-20%)

= Plantulas que muestran un amarillamiento (<21-40%)
= Plantulas que muestran un dafio moderado (41-60%)
= Plantulas con amarillamiento severo (61-80%)

= Plantulas completamente marchitas (>81%).

S .

Valor 3 (41-60%) Valor 5 (61-80%) Valor 6 (>81%)

Fig. 15. Grado de severidad en plantas de gladiolo.
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Para medir el grado de severidad en cormos de gladiolo infectados se propuso la
siguiente escala (Cuadro 3 y Fig. 16):

Cuadro 3.- Escala para evaluar pudriciones de cormo.

Valor Sintoma

= Cormos no infectados (0%)

= Cormos con daiio ligero (1-20%)

= Cormos con daifio moderado (21-41%)

= Cormos que muestran dafio avanzado (41-60%)

= Cormos con dafio severo (>61%).

VALOR 1 (1-20%) VALOR 2 (21-40%)

VALOR 3 (41-60%) VALOR 4 (>61%)

Fig. 16. Grado de severidad en cormos de gladiolo.
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4.8.- Modelo Estadistico
El modelo estadistico utilizado para evaluar las diferentes variables de respuesta
evaluadas en este estudio, fue el asociado al disefio en completamente al azar, el
cual tiene la forma:
Vi =g+ + 8, con i=1,2,8.¢ j=1,2,3.r
Donde:
¥,; = Voriable respuesta en fratamiento {,repeticitn .
i = Media general.
T, = Efecto del tratamiento i

&; = Error aleatorio e~ N{D,o i

4.9.- Analisis estadistico
Los datos obtenidos para la infestacién bajo los diferentes tratamientos y bajo las

dos condiciones de suelo estéril e inoculado fueron expresados simplemente con
valores binarios, 1 y QO para representar infestacion y no infestacion,
respectivamente. I[gualmente la variable severidad fue medida en base a una
escala basada en valores enteros multiestado (0, 1, 2, 3, 4) y en porcentaje. Por lo
anterior, no se debe realizar un andlisis de varianza clasico usando estadistica
paramétrica, la cual esta basada en el modeio lineal general, porque obviamente
no se satisface la suposicion de normalidad implicita en los residuales. Como se
trata de variables categoricas, las alternativas para este tipo de datos son
emplear; a). Modelos Categdricos, usando el Procedimiento CATMOD de SAS
(SAS version 9.15, 2008), b).- Regresién Logistica (usando el procedimiento
LOGISTIC de SAS), y c).- Modelo Lineal Generalizado con funcién de distribucion
binomial y funcién de enlace el Logit (usando el procedimiento GENMOD de SAS)
(Marquez, 2004). En este caso se reportan los resultados empieando un modelo
para variables categoricas. Para la variable amariltamiento se presentd solo un
valor de todas las 200 observaciones, razén por la cual no tiene sentido realizar

analisis estadisticos.

Los andlisis se realizaron para las dos siguientes alternativas:
1. Andlisis individuales para cada condicién de suelo y considerando en el

modelo solo a los tratamientos.
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2. Analisis combinados a través de las dos condiciones de suelo y
considerando en el modelo a los suelos, los tratamientos y la interaccion

suelo por tratamiento.
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V.- RESULTADOS

5.1.- Periodo de incubacion, incidencia y severidad
Los primeros sintomas de pudricién de los cormos aparecieron a los 14 dias
después de que se sembraron. Esto se observé con el tratamiento “siembra de
cormos heridos y posteriormente inoculados (I)" y bajo la condicién de suelo
inoculado, en donde se obtuvo un 10% de incidencia y 80% de severidad (Cuadro

4, Fig. 17).

Cuadro 4.- Periodo de incubacion, incidencia y severidad a los 14 dias en suelo

con inoculo.
Tratamiento % de incidencia % de severidad
| 10% 80%
12 1
Periodo de incubacion
i —
10 4 CE
—DE
——e fEEic
& S — EIEF;‘{ i
3 HE2m
= —
g TE
@ ., Al
E.—;.
g
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i
5
) —— ! = —
7 Dias 14

Fig. 17. Incidencia de F. oxysporum f. sp. gladioli a los 14 dias de incubacion en
suelo con inoculo.

En la tercera semana de incubacion (21 dias) se incrementé la pudricion en
cormos, la incidencia de la enfermedad se dio Gnicamente en suelo inoculado. Los
resultados indican que en el tratamiento “siembra directa de cormos con lesiones
(A)’ se obtuvo un 20% de incidencia y la severidad fue en un rango de 80-84%.
En el tratamiento “siembra directa de cormos sanos dafiados con punciones e
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inoculados (C)’ se obtuvo un 20% y 40% de incidencia y severidad,
respectivamente. Mientras que en el tratamiento “siembra de cormos heridos y
posteriormente inoculados (I)” la incidencia fue de 30 % y la severidad del 90%.
En el testigo se observé un 10% de incidencia y 30% de severidad (Cuadro 5, Fig.
18).

Cuadro 5.- Periodo de incubacion, incidencia y severidad a los 21 dias en suelo

con inoculo.
Tratamiento % de incidencia % de severidad
A 20% 80-84%
C 20% 40%
| 30% 30-90%
W 10% 30%
o Periodo de incubacion ——if  —iE
CE DE
—EEte Ficym
30 —GEZc HE2m
—IE TE
Al Bl
25 cl bi
© Elic Fllm
g Gi2e e H.
.g:,.] — 1 Tl
;
8.
;e"
10 A
]
0 -
7 14 Dias 3

Fig. 18. Incidencia de F. oxysporum f. sp. gladioli a los 21 dias de incubacion en
suelo con inoculo.

En la cuarta semana de incubacion (28 dias), en suelo estéril, los resultados
mostraron que en el tratamiento “siembra directa de cormos con lesiones (A)” se
obtuvo un 50% de incidencia y la severidad estuvo en un rango entre 40-55%, el
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fratamiento “siembra directa de cormos sanos dafiados con punciones e
inoculados (C)” se obtuvo un 30% de incidencia y la severidad fue de 25% a 30%,
mientras que en el tratamiento “siembra de cormos heridos y posteriormente
inoculados ()" se obtuvo un 30% de incidencia y |a severidad estuvo en un rango
del 10 al 40% (Cuadro 6, Fig. 19).

Cuadro 6.- Periodo de incubacién, incidencia y severidad de F. oxysporum a los
28 dias en suelo estéril.

Tratamiento % de incidencia % de severidad

A 50% 40-55%
C 30% 25-30%
I 30% 10-40%

Los resultados en suelo con inoculo a la cuarta semana (28 dias), mostraron que
en el tratamiento “siembra directa de cormos con lesiones (A)” se obtuvo un 60%
de incidencia y la severidad fue de 60% a 90%, en el tratamiento “siembra directa
de cormos sanos dafiados con punciones e inoculados (C)” se obtuvo un 20% de
incidencia y la severidad fue de 30 a 40%. El tratamiento “siembra directa de
cormos sanos y posteriormente dafiados e inoculados (G2¢ a las 48 horas)” se
obtuvo un 10% de incidencia y la severidad fue del 19%, el tratamiento “siembra
de cormos heridos y posteriormente inoculados (I)* se obtuvo un 10% de
incidencia y la severidad fue del 80% E! testigo en ambos casos tuvo 10% de
incidencia y de severidad. En este tratamiento también se observé sintomas de
amarillamiento con valor 2 de severidad (Cuadro 7, Fig. 19).

Cuadro 7.- Incidencia de pudricién de cormos en la cuarta semana en suelo con

inoculo.
Tratamiento % de incidencia % de severidad
A 60% 80-90%
c - 20% 30-40%
G2c 10% 19%
I 10% 80%
T 10% 10%
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Fig. 19. Incidencia de F. oxysporum f. sp. gladioli a los 28 dias de incubacion en
suelo estéril y con inoculo.

5.2.- Analisis estadistico
Se realizaron analisis categoricos individuales y combinados, cuyos resultados se
presentan en el Cuadro 8: Dichos resultados indicaron que no hubo diferencias
significativas en los analisis individuales, mientras que en los analisis combinados,
si hubo diferencias significativas, entre suelos, tratamientos, y para la interaccion
tratamiento por suelo.

Cuadro 8. Anélisis de varianza individuales y combinados para cada uno de los
suelos, utilizando Modelos Categéricos (CATMOD, SAS) para los términos Suelo,

Tratamientos y la Interaccién Suelo*Tratamiento.

Analisis Suelo/Factor Evaluacion Escala de Porcentaje de
28 dias severidad Severidad
Individual Estéril 0.3185* 0.6156 0.2172
Inoculado 0.0174 0.0001 0.0001
Suelo 0.0002** 0.0001 0.0001
Combinado Trat 0.0001 0.0001 0.0001
Tratxsuelo 0.0262 0.0001 0.0001

* Probabilidad de Error Tipo | asociada a la hipotesis nula de igualdad de efectos de los tratamientos,
* Probabilidad de Error Tipo | asociada a la hipdtesis nula de igualdad de efectos para cada factor en

estudio.
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En el cuadro 8, se mostrd que para el andlisis individual por suelo, para el caso
del suelo estéril no hubo diferencias en ninguna de las variables evaluadas,
mientras que en el suelo inoculado si hubo diferencias entre tratamientos para
todas las variables. Para investigar cuales fratamientos fueron diferentes se
realizd una comparacion multiple de medias utilizando el método de |a diferencia
minima significativa (LSD) con aifa igual al 5% (Cuadro 9). En el suelo estéril se
muestra que no hubo diferencias entre ninguno de los tratamientos. En el suelo
inoculado a los 28 dias se encontraron diferencias entre tratamientos, mostrando
3 categorias, la primera de ellas, correspondié Unicamente al tratamiento A
(siembra directa de cormos con lesiones), indicando que este tratamiento fue
diferente de todos los demas (letra A), la segunda categoria correspondié a los
tratamientos C (siembra directa de cormos inoculados previamente dafiados con
punciones) (letra B), quienes fueron iguales entre si, pero diferentes de los demas
tratamientos.  Finalmente los restantes fratamientos fueron iguales

estadisticamente (letra C).

Cuadro 9. Comparaciones multiples de medias, método de la diferencia minima
significativa (LSD}, alfa al 5%.
Tratamiento Evaluacioén 28 dias Evaluacién 28 dias

Suelo estéril Suelo inoculado

A 0.5 A" 0.8 A

C 0.3 A 04 B

I 0.3 A 05 B

B 0.0 A 0.0 C

D 0.0 A 0.0 C
Flcym 0.0 A 00 C
G2c 0.0 A 00 C
H2cym 0.0 A 01 C
E1c 0.0 A 0.0 C
T 00 A 01C

* Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes

En el andlisis combinado se muestra que para el factor suelos hubo diferencias
entre ellos, por lo que se realizé también de forma complementaria una prueba
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de comparaciones mlltiples de medias, meétodo de la diferencia minima
significativa (LSD), con alfa al 5%. En los resultados se encontré una severidad e
incidencia més aita en el suelo inoculado en comparacion con el suelo estéril
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparaciones mltiples de medias, método de la diferencia minima
significativa (LSD) con alfa al 5%.

Suelo Evaluacién Escala de Porcentaje de
28 dias severidad severidad

Inoculo 0.1919 A* 0.5960 A 11.545 A

Estéril 01111 B 0.2323 B 3.889 B

* Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes
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Vl.- DISCUSION

Durante el desarrollo de esta investigacién, no se encontraron estudios publicados
gue reporten como objetivo de estudio evaluar metodologias de inoculacion de
Fusarium oxysporum f. sp. gfadioli. Tal vez dandose por hecho la reproducibilidad
de los métodos de inoculacion reportados en las investigaciones sobre este hongo
(Wilfret y Woltz, 1973, Jones y Jenkins, 1974, Magie, 1980b, Barrow-Broaddus y
Dwinell, 1980, Rattink, 1986, Roebroeck et af., 1990, Roebroeck y Mes, 1992, Van
Rijbroek et al., 1997, Straathof et al., 1997a, Shakir et al., 1998, Straathof ef al.,
1998, Haan et al., 2000, Mishra ef al., 2000, Ram ef al., 2004, Khan y Mustafa,
2005, Sharma y Tripathi, 2008, Gonzalez, 2009). Se hace notar que los objetivos
de las investigaciones previamente reportadas se enfocaron a evaluar aspectos
de controi del hongo, tales como efectividad biolégica de productos bioldgicos y
quimicos, asf como la busqueda de variedades resistentes entre ofras. Sin
embargo, cuando en la presente investigacion, estas metodologias se
reprodujeron bajo condiciones ambientales reportadas como adecuadas para el
desarrollo de Fusarium oxj/sporum f. sp. gladiofi en cormos de gladiolo, no se
obtuvieron resultados alentadores, es decir no se lograba la infeccion.

Cuando se realizan estudios de efectividad biolégica tanto de productos biolégicos
como quimicos contra esta enfermedad, la estimacién de la incidencia y severidad
se muestran muy variables y con pocas coincidencias entre si. En la revision de
literatura realizada, numerosos autores (Wilfret y Woltz, 1973, Jones y Jenkins,
1974, Magie, 1980b, Barrow-Broaddus y Dwinell, 1980, Rattink, 1986, Roebroeck
et al., 1990, Roebroeck y Mes, 1992, Van Rijbroek et al., 1997, Straathof ef al.,
1997a, Shakir et al., 1998, Straathof et al., 1998, Haan et al., 2000, Mishra et al.,
2000, Ram et al., 2004, Khan y Mustafa, 2005, Sharma y Tripathi, 2008,
Gonzalez, 2009), reportan valores de incidencia en un rango del 1% al 100% y en
algunos casos sin llegar a obtener la infeccion (Haan et al., 2000).

Fusarium oxysporum f. sp. gladioli es un microorganismo diverso, cosmopolita y
con un amplio rango de hospedantes, se puede aislar de campo en formas
especiales patdgenas, en formas due son antagoénicas de otras que son
patogénicas, debido a la gran variabilidad genética existente dentro de este
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género (Alexopoulus, 1985). Esta variabilidad ocasiona que la respuesta a los
tratamientos aplicados sea muy variada.

En esta investigacién, el periodo de incubacién coincidio con lo reportado en la
literatura por varios autores (Wilfret y Woltz, 1973, Roebroeck et al., 1990,
Straathof et al., 1998, Sharma y Tripathi, 2008, Gonzalez, 2009), los cuales
mencionan como el periodo de incubacion o la aparicion de sintomas a partir de la
segunda y cuarta semana después de haberse inoculado de manera artificial, en
ambos, cormo y suelo.

La incidencia obtenida varié de acuerdo al tratamiento. La incidencia dependera
del hospedero, el patégeno, en este caso Fusarium, la cantidad de inoculo
presente en el suelo, el tipo de suelo y las condiciones ambientales encontradas
al momento que se encuentre el cultivo. Otro factor que contribuye es el manejo
que el hombre le da, no solamente al cultivo sino al suelo en donde se llevara a
cabo el ciclo del cultivo (Leszczyfiska, 1994). En esta investigacion, la mayor
incidencia se obtuvo con suelo sin esterilizar, el cual fue colectado en la zona
cercana a la raiz de plantas de gladiolo, ésto pudo deberse a que este tipo de
suelo contenia una mayor poblacién o propagulos infectivos de F. oxysporum en
comparacién con el suelo estéril. Bautista (2002), menciona que cuando los
cormos se plantan en el suelo infestado con el patdgeno, el hongo infecta las
raices y coloniza la zona de elongacién en el drea de tejido. Otra probable razon
para estas diferencias entre el suelo inoculado y estéril es la interaccion entre
organismos presentes en el suelo, tanto bacterias, nematodos y acaros, que al
convivir de manera natural pueden interactuar con el hospedero (gladiolo),
utilizando el curso natural de la infeccion y los niveles naturales def inoculo en el
suelo como lo reporté Hillocks y Waller (1997). |

Diferentes autores mencionan que el inéculo puede ser adicionado directamente
al sustrato de las macetas, ya sea en pre-siembra o cuando las plantas se
encuentran en varias etapas de crecimiento después de ser sembradas, lo cual
para el caso de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli no fue del todo repetible ya que
en esta investigacion la infeccién no se llevo a cabo bajo estos tratamientos.
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En esta investigacién, el fratamiento que consistié en “siembra directa de cormos
con lesiones visibles (A)” enconframos gque desde los 21 dias en suelo inoculado,
hubo un alto grado de incidencia y severidad de aproximadamente 80% y 20%,
respectivamente, mientras que en suelo estéril fue de 50% aproximadamente.
Coincidiendo con nuestros resultados, Rattink (1986), mostré que después de la
inoculacion en Fressia con diferentes aislamientos de F. oxysporum f. sp. gladiolf
hubo una incidencia de sintomas en plantas, indicando la transmisiéon de F.
oxysporum f. sp. gladioli del suelo a los cormos sanos, sin embargo, en ese
mismo estudio, plantas de Fressia no inoculadas mostraron un indice de
pudricién, 48% de incidencia, lo que indicd infecciones latentes en la superficie de
los cormos de Fressia. Magie, (1980a), y Roebroeck et al. (1990), indicaron que la
incidencia de la enfermedad se dio de manera natural por infecciones latentes en

los cormos.

Al realizar heridas en la raiz y sumergir los cormos en la solucidn de esporas (10%)
no se garantizé la infeccién de este patégeno, aun cuando la cantidad de inoculo
fue la misma reportada por ofros autores (Barrow-Broaddus y Dwinell, 1980,
Roebroeck y Mes, 1992, Sharma y Tripathi, 2008, Gonzélez, 2009).

En este estudio, el hongo se aisld de plantas jovenes o en sus primeras etapas de
crecimiento, lo gue nos hace suponet que al inoculario de manera artificial en
cormos de gladiolo, la manifestacién de sintomas ocurriria en la misma etapa
fenologica de las plantas de que fue aislada. Mishra et al. (2000), menciona que
evalué la incidencia y la severidad de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en
granos de sorgo a los 60 dias después de la inoculacion, ya que el inoculo
aplicado se aisié igualmente después de 60 dias. Tal vez sea importante
considerar la etapa fenolégica de la planta en la que se aisla el inoculo para

evaluar en un futuro el éxito de la infeccion.
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Vil.- CONCLUSIONES

v El periodo de incubacion de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli se
manifesté en los cormos de gladiolo a los 14 dias después de la
inoculacién, Unicamente en suelo con inoculo del hongo.

v El periodo de incubacion dependid del tratamiento aplicado.

v" La manifestacion de la enfermedad fue mayor en suelo inoculado que en
suelo estéril.

v En el tratamiento “siembra directa de cormos con lesiones”, se logré la
mayor severidad e incidencia.

VIil.- PERSPECTIVAS
En futuras investigaciones se propone:

¥" Probar estas metodologias con otras variedades de gladiolo, ya que en
este estudio Unicamente se utilizé la variedad “Roja borrega”.

v Evaluar diferentes aistamientos colectados de diversas zonas productoras
de gladiolo para observar su capacidad infectiva bajo los diferentes
métodos de inoculacidén aqul probados.
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