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DIAGNQST[CO Y MANEJO INTEGRADO DE LAS5 ENFERMEDADES FUNGOSAS DEL BULBO

Y RAIZ DEL TULIPAN (Tulipa spp.).

DIAGILJOSIS AND INTEGRATED DISEASE MANAGEMENT OF BULB AND ROOT FUNGAL
BDISEASES IN TULIP (Tulips spp.)

RESUMEN GENERAL

La preéente investigacion fuvo como
objetivos: diagnosticar los agentes causales
de las en‘fermédades de pudricion de laraiz y
bulbo del tulipan en Texcoco, Edo. de
México; :determinar la patogenicidad de
dichos iagentes patégenos; proponer y
evaluar Jn paquete de Manejo Integrado para
las enfel%medades de la raiz y la base del
tallo d%i tulipan. Los hongos aislados
probableis patégenos fueron; Penicillium sp.
(43.92%%), Fusarium oxysporum (28.13%%),
Pythium ;sp. (20.26%*), Sclerotinia bulborum
(7.14%*}Y, Rhizoctonia sp. (6.10%"), vy
Alternaria sp. (6.02%"), (*=frecuencia de
aislamier:nto). F. oxysporum ocasioné la
mayor feduccion de altura y el menor
desarrollb de las ralces en las plantas de
tulipan. Penicillium sp causé el periodo de
incubacidm mas corto y tuvo mayor incidencia
en camp{o. Penicillium sp., F. oxysporum, y
Pythium§ sp. fueron encontrados como
patégenc}s del tulipan. En las pruebas de
Manejo %Integrado de Enfermedades del
Tulipan ilos tratamientos evaluados no
tuvieron ©  resultados con diferencias
estadisti¢os significativas con respecto a los

testigos absolutos.

Palabras; clave: sinfomas, incidencia, manejo

bioldgico, patogenicidad, control quimico.

'Tesista
*Director. de tesis

Oscar Contreras-Mejia’ y Marcelo Acosta-Ramos®.

GENERAL SUMMARY

This research had following objectives:
making a diagnosis on the causal agents of
bulb and root tulip rot at Texcoco, Mexico; to
determine pathogenicity of these pathogens
agents; to propose and io evaluate an
Integrated Disease Management for root and
bulb tulip diseases. Peniciflium sp. (43.92%*),
Fusarium oxysporum (28.13%%), Pythium sp.
(20.26%*), . Sclerotinia bulborum (7.14%*),
Rhizoctonia sp. (68.10%*), and Alternaria sp.
(6.02%%), were isolated as possible
pathogens {*=isolation frequency). The
Biggest growing reduction and lower root
development in tulip plants were made by F.
oxysporum. The shortest incubation period
and the biggest green house incidence wés
caused by Penicilfium sp. In the same way
Penicillium sp., F. oxysporum, and Pythium
sp. were found as tulip diseases pathogens.
When Integrated Disease Management was
conducted no differences were found among
evaluated treatments and non incculated tulip
plants.

Key words: symptoms, incidence, biological
management, pathogenicity, chemical

control.

Thesis writer

*Thesis director.
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: CAPITULOI
Diagnbstico, Patogenicidad y Manejo Integrado de los agentes causales
de la pudricion del bulbo y raiz del tulipan (Tufipa sp.).

1. INTRODUCCION GENERAL

La produccion de plantas ornamentales tiene una importancia econdmica
notable :en el mundo. El tulipan (Tulipa spp.) es una de las de mayor demanda.
El género Tulipa, se encuentra dentro de la familia Liliaceae y se reproduce por

bulbos (Bent y Colombo, 2003).

En el Ebultivo del tulipan se distinguen dos modalidades principales de
produccion, una dedicada a la produccién de bulbos o propagacion, y la otra a
la produccion de flores a partir de bulbos cbmerciales, ya sea para jardines,

macetas o para flor de corte (Bent y Colombo, 2003).

Al pareéer el cultivo del tulipan comenzo a partir de la caida de Constantinopla
por los. turcos, esto fue en el siglo XV, cuando aparecen las primeras
descripc?iones detalladas de los tulipanes cultivados por los nobles turcos
(Baﬁén,j, et al, 1993). Se dice gue los centros de origen de esta planta se
encuenﬂran desde Asia Menor (Turquia), hasta el Himalaya (Bent y Colombo,
2003). En el afio de 1555 se enviaron a Europa Occidental los primeros bulbos
de la es]oecie Tulipa turcarum, que fueron plantados en la Villa de Absburgo. De
aqui pasé a Holanda, en 1592, floreciendo los primeros tulipanes holandeses.
Desde entonces y hasta nuestros dias el cultivo de esta ornamental se
encuenﬁra principalmente en manos de los holandeses, cuyo pais es el principal
productor y exportador de plantas ornamentales en el mundo, y en 1990 se
reportaron 7,007 ha dedicadas a la produccion de tulipdn en sus diferentes
modalidades, reportandose 200 ha para la produccidon de "bulbos” para ese afio
(Barion, et al., 1993).



En México se reportaron 4,600 ha de ornamentales floricolas y de ornato en

1994, el estado de México ocupo el primer lugar en produccion (FIRA, 1994).
Las especies de importancia econdmica mayor que se cultivan en México son:
rosal, créisantemo, clavel, gerbera, gladiolo, ave de paraiso y nardo. El tulipan en
I\/Iéxico,:tiene una importancia menor, sin embargo desde 1992, Saenz (citado
por Lara, 1996) mencionaba que la superficie establecida con este cultivo se ha

venido incrementando. Durante los Gltimos tres afios (2000-2003), en el area de

Texcoco, México, se ha incrementado la superficie cultivada de tulipan,

comenzando a desplazar a los cultivos ornamentales de la zona.

El tulipan presenta problemas fitosanitarios diversos, tanto plagas como
enfermé[dades, estas Ultimas son ocasionadas por hongos fitopatégenos. Las
enfermédades principales son: la "pudriciébn gris" o "fuego del tulipan”
ocasion?da por Bolrytis tulipae; la "pudricion seca de bulbo" cuyo agente causal
es Fusaﬂn'um oxysporum; el "mal de esclerocio" o "pudricién gris rojiza del bulbo”
por Sch !rotium tuliparum y Sclerotinia bulborum; las "pudriciones de raices y del
tallo ﬂojal", que pueden ser ocasionadas por Pythium spp., y Phytophthora
spp.; pudricion gris del bulbo (Rhizocténia tuliparum Kleb; asi como la "pudricion
del bulbid' por Penicillium sp. (Bafion, , et af., 1993). Lara (1996) en Xochimilco,
México éislé a Fusarium oxysporum f. sp. tulipae, Penicillium spp. y Bofrytis sp,
de los  cuales el primero se encontrd ocasionando los problemas mas
|mportantes ademas reporité a Erwinia carotfovora var. carotovora como el
segundm patégeno mas importante. Para el manejo y control de estos
fitopatc’)é;]enos se realizan estrategias de control diversas que en ocasiones
puede s!er inadecuadas, al tratarse de un cultivo de introduccién reciente y en el
cual se !han realizado pocos trabajos sobre el diagnostico correcto que permita
la iden?tificacién de los agentes causales de las enfermedades y por
consiguiente, en base a este generar las estrategias mas adecuadas de manejo
que engloben tanto el control quimico, como otras opciones que ayuden a
mantener bajo control a los mismos y que a la vez sean respetuosos del

ambiente y aceptables por los productores del tulipan en México.



En basé en lo anterior, se realizé la presente investigacion con los objetivos
siguientwies:
1. diagnosticar y realizar pruebas de patogenicidad de los hongos aislados
de las enfermedades del tulipan en Texcoco, México.
2, Ffroponer y evaluar un paquete de Manejo Integrado para el manejo de

las enfermedades principales del tulipan en Texcoco, México.



§

W

&

e

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Taxonomia y caracteristicas botanicas

El tulipéin es una planta clasificada dentro de la familia Liliaceae, del cual hoy en
dia se cultivan numerosos hibridos que provienen principalmente de dos
especies, T. gesneriana (de origen oriental) y T. suaveolens, originaria del sur
de Europa. Es una planta de constitucién herbacea, vivaz, con pocas hojas de
color vérde a verde grisaceo, lanceoladas muy carnosas, que carecen de
peciolo y nacen de la parte baja de la planta, la lamina foliar es sencilla, entera

y paraldlinerve (Barién, ef al., 1993)

Las flores son solitarias y orientadas hacia arriba, pueden tener pétalos
{tépalos) dobles o simples, dispuestos en forma de caliz y generalmente en
nﬂmero: de seis, con una gama variada de colores. Estan situadas en el
extremo del tallo, en el interior de la flor hay seis estambres fitamentosos con un
penacho de pelos en la base o sin el, y un estigma sésil dividido en tres lobulos.
El gineceo es supero (Lopez, 1984, citado por Barfidn, 1993).

El fruto ées una capsula de tres valvas erectas y con semillas bastante planas.
La planfa dispone de un bulbo, que es un drgano de reserva y multiplicacion
formado por un tallo axial corto y carnoso, generalmente vertical y en el que se
distingue una parte inferior conocida como platilo o placa basal, y una
superficie superior o apice, gue envuelve completamente a un meristemo
recubierto con escamas gruesas y carnosas, situado en el eje que originara el
tallo aéreo. El bulbo se caracteriza por tener las escamas exteriores secas, que
reciben el nombre de tlnicas y cuya funcion primordial es la defensa contra las
lesiones mecanicas y la desecacién. Las escamas exteriores del bulbo poseen
capacidad mayor de reserva que las interiores (Bafion, ef al., 1993).

El meriétemo central puede generar un brote floral, normalmente formado por
un tallo fsobre el que se asientan las correspondientes hojas y una flor terminal.
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En las axilas de las escamas carnosas se formaran yemas, que cargandose de
reserva$ constituiran bulbos nuevos. Al final de la floracion, el bulbo madre se
marchitép}, pero estas yemas se desarrollan gracias a la alimentacién generada
por las {hojas de la planta y las escamas carnosas que finalmente terminan
arrugénlhose. Las yemas van incrementando su tamafio hasta el momento en
que las! hojas mueren, en el cual ya se habran transformado en bulbos o
bulbilloé (Banon, et al, 1993).

Respecto a la fisiologia de la planta, el tulipan se desarrolla en un ciclo de dos
fases: la fase vegetativa, en la cual los bulbillos crecen hasta llegar al tamaio
adecuado para florecer, y la fase reproductiva, que comprende: la induccion
floral, diferenciacién de las partes florales, alargamiento del tallo floral y
roracic’n? (Baridon, et al., 1993).

Los tu!ip};anes que se cultivan en la actualidad tienen una notable variabilidad y
se han %dividido convencionalmente en 15 grupos segun el tipo de flor y su
origen a partir de diferentes especies. A los grupos del 1 al 11 se les conoce
como tulipanes de jardin y mientras que a los grupos del 12 al 15 se les llama
tulipanes botanicos, se trata de especies o hibridos de especies conocidas. Los
colores imés difundidos son amarillo, naranja, blanco, azul, violeta, rosa y rojo
en dive}sas tonalidades hasta un color tan oscuro que parece casi negro.

Algunas variedades son perfumadas (Bent y Colombo, 2003).
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2.2 Marlejo del cultivo

Los tulipanes se adaptan a cualquier tipo de terreno, siempre que esté bien
drenado y sea ligeramente alcalino. Las especies y los hibridos enanos son en

general muy resistentes al frio (Bent y Colombo, 2003).

2.2.1 Preparacion del sustrato

El proceéso incluye la preparacion del terreno hasta una profundidad de entre 30
y 40 cm, se recomienda para el caso de suelos muy arenosos afiadir turba o
estiérco; ‘viejo”, se debe evitar el uso de estiércol fresco para no ocasionar
quemaq!uras a los bulbos. Para el caso de plantaciones sucesivas en el mismo
terreno Ese recomienda la aplicacién de algln fungicida como pudiera ser el

metalax:yl, el fenaminosulf, o el guintoceno (Barion, ef al., 1993).

2.2.2 Plantacién de bulbos

La plantacion se debe realizar sobre bancadas elevadas unos 25 cm por
encima ael nivel del terreno con una anchura aproximada de un metro, dejando
cada dos bancadas un pasillo de trabajo para facilitar el manejo y evitar la
acumulaécic')n de humedad. Al recibir los bulbos se debe realizar una inspeccion
para re\{isar el estado sanitario de los mismos y eliminar aguellos que muestren
sintomais de algin posible patdégeno. Se sugiere realizar la plantacién lo mas
rapido p!)osib]e despues de la llegada de estos, realizando antes ia eliminacion
de la tL’|r§1ica (pelado), lo cual favorece el enraizamiento e impide la acumulacion
de desinfectante en la corona. Posteriormente se de realizar la desinfeccion de
los bulbos mediante la inmersién de estos durante unos 15 minutos en una
solucién desinfectante, a base de varios fungicidas para prevenir el ataque de
los hongos pudridores del bulbo como son: thiram, captan, PCNB, tiabendazol,
etc., (Bafidn, ef al, 1993).

Antes de proceder a la plantacion es aconsejable realizar la aplicacién de un

riego alfnundante para facilitar este proceso y evitar que los bulbos entren



forzadoé al suelo, para evitar la rotura de la corona de raices. La densidad de
plantacion variara en funcién del crecimiento del cultivar, calibre y época de
plantacién. Una recomendacion promedio para la densidad de plantacion es de
100 bulbos por metro cuadrado, para lograr esto se disponen a un marco de

12.5 cm entre filas y 8 ecm entre bulbos de una misma fila. La profundidad de

plantacipn varia de acuerdo a la textura del suelo, en un suelo pesado el bulbo
debe se cubierto, pero el dpice debe sobresalir al ras de la superficie del suelo,
en sueld}s de textura ligera se debe profundizar hasta unos 5 cm bajo el suelo
con el fin de evitar que las plantas se caigan. Los bulbos se deben colocar en
forma manual sobre el terreno, introduciendo [a base de estos dentro del suelo,
y girdndolos para no producir dafios en la corona de raices. Enseguida se
puede aportar un sustrato (turba o turba mas arena) que entierre los bulbos. Se
aconsejé_ también la aplicacion de una cubierta vegetal sobre el suelo, con el fin
de amortiguar los cambios de temperatura y disminuir la temperatura maxima
alcanzaﬂa en el suelo, esta cubierta puede ser de paja, asciculas de pino, etc.
(Bafion, et al., 1993).

\

2.2.3 Ribgo

Las raicj»es del tulipan son muy sensibles a los encharcamientos de agua. Sin
embargo se debe evitar la escasez de esta, aplicando riego tres veces por
semana, cuando las plantas se desarrollan en escasez de de esta presentan
desarrollo escaso de rafces y la hojas se forman antes que estas y el
desequi]ibrio puede ser la causa del aborto floral. Es necesario realizar una
ventilacfén constante con el fin de disminuir la temperatura en la gue crecen las
plantas;y disminuir la humedad relativa, en ocasiones es conveniente para
algunosj cultivares, realizar el cultivo al aire libre (Bent y Colombo, 2003).

2.2.4 Fertilizacion

El tulipan es una planta que tiene exigencias de potasio altas lo cual le permite

mantenér la rigidez del tallo y la coloracion de las flores, también tiene

necesidades de fosforo altas. El nitrégeno en exceso provoca un desairollo



excesivqii de las hojas y una disminucién en la rigidez del tallo. Para fertilizar
debemds considerar que el tulipan es una planta sensible a los suelos salinos
(Bent yoli)olombo, 2003). Se recomienda la aplicacion de fertilizantes como base
antes de la plantacién y aunque estas deben variar dependiendo del resultado
en el atﬁélisis de suelo se puede aplicar 2 kg de suifato de amonio, 5 kg de
superfosfato de calcio y 2 kg de sulfato de potasio por area (la centésima parte
de una ha) cultivada. Es un cultivo que muestra sensibilidad a la falta de cal en

el suelo{Bafién, et al., 1993).

2.2.5 Corte de flor

El mom%ento optimo de corte (0 de trasplante a maceta), generalmente coincide
cuando%el capullo se ve coloreado. Pero si la produccion se destina a los
mercadﬁ‘)s locales, el corte se realizard con los tépalos bien coloreados. Si el
destino es lejano los tulipanes se recolectaran cuando el capullo empieza a
virar de color; para facilitar de este modo la manipulacion, transporte y duracion
en florero. Normalmente esta operacién se efectla en forma manual,
arrancando la planta completa (incluido el bulbo).Se recomienda cosechar a
primeras horas de la mafiana, ya que los tejidos de la planta estan mas
turgentes. El periodo de recoleccion depende del cultivar y de la fecha de
plantacién, aunque normalmente durante los meses frios la recoleccion dura
mas tiempo que durante los meses calidos. El rendimiento esperado es de un
tallo f!oﬁal por bulbo. Sin embargo el rendimiento real disminuye, se considera
adecuaclﬂo si oscila entre 85-90% de la cosecha esperada (Bafion, ef al., 1993).
2.3. Infc;rmacién del tulipan en la zona de estudio.

El tulipén que se produce en la regién de Texcoco es para flor de corte y para
macetas, estableciéndose las primeras plantaciones el mes de Octubre de
bulbo oiriginario de Francia, durante los meses de noviembre (finales) y en
diciemb:re se establece el grueso de las plantaciones, de bulbos provenientes
de Nue\ifa Zelanda y Holanda, el que normalmente estara listo para cosecharse

el 14 o{e febrero. Es en esta segunda plantacidén donde se presentan los



problemfas mas frecuentes de pudriciones de bulbo y raiz probablemente
ocasionadas por hongos. Finalmente se establece una tercera época de

plantacibn en Enero de Bulbos provenientes de Holanda.

2.3.1 Cultivares

Se disp@one actualmente de una amplia gama de cultivares de tulipan cuya
clasificdcién puede hacerse segun distintos criterios, como son: el momento de
floraciér{h (tempranos, medios y tardios), tipo de flor (sencilla o doble), colorido
de la fId}r (rojos, rosados, blancos, amarillos, bicolores, etc.) y la longitud del

tallo (lar‘gos y cortos), (Bafion, ef al, 1993).

Durante muchos afios y hasta 1980, los hibridos rojos y amarillos como el
Ape[derm, dominaron la oferta de variedades con mas de 50% de esta. Sin
embargéa en los ultimos afios la presencia de este tipo de tulipan ha disminuido
consideirablemente, a favor de una gama mas variada de cultivares, como los
de roreSs dobles que cubren importantes cuotas en el mercado. Respecto a la
oferta p:br el color de la flor, en Holanda y también en 1988, se dio la siguiente
distribucltién: 24% de la oferta total para el rojo, 22% para el rosa, 19% par los
bicolore‘%, 165 para los amarillos, 12% para los blancos y el restante 7% en

ofros colores (Bafion, ef al,, 1993).

Algunoé de los cuitivares utilizados en la zona son; Maureen (Blanco), Lee Van
Der Mark (de color rojo-blanco), Don Quichotte (rosa}, Irene, Golden Apeldoorm
(amarillc;;) e llle de France (rojo), Barcelona (rojo), Sevilla, Avignon, Banja Luka,
Happy beneration, principalmente que son demandados por su coloracion.
Estos tienen un periodo para obtencion de la flor de corte o para macetas de
aproximadamente siete semanas y media (Comunicacion personal del

presidente de la sociedad de floricultores de Texcoco Edo. de México).




2.4 Enférmedades principales causadas por hongos en tulipan
241 Marchitez o pudricion seca del bulbo (Fusarium oxysporum Artur)

2.4.1.1. llmportancia

La marchitez por Fusarium puede ocasionar grandes pérdidas en cultivos
ornamentales como el crisantemo, clavel, gladiolo, tulipan, etc. El diagndstico
puede ser complicado debido a la gran variabilidad de sintomas que ocasiona,
dependijendo de las especies y cultivares atacados, pudiendo confundirse con
excesod; de agua, deficiencias nutricionales y pudriciones causadas por

Pythium (Tlapal-Bolafios y Mendoza-Zamora, 2003).

2.4.1.2.§Sintomas

La infecécién se produce con mayor frecuencia a finales del periodo vegetativo,
ocasionbndo que la parte basal del bulbo (platillo) se pudra en seco,
extendiéndose el dafio a las escamas carnosas que se encuentran en la
periferia, apareciendo al principio manchas deprimidas pequefias que
posteriormente se pueden uniry formar grandes zonas de aspecto abollado. Si
se plantan bulbos infectados, aparentemente sanos, las plantas que proceden
de esto$ toman un color violeta y mueren, ademas los bulbos desprenden un
olor éci%ip durante la pudricion (Bafidn, ef al, 1993). F. oxysporum produce
toxinas éque afectan la permeabilidad de las membranas celulares, alteran el
metaboljismo y contribuyen asi a ocasionar el marchitamiento (Herrera y Ulloa,
1990). |

Otros s%ntomas observados ocasionados por dicho hongo en diversos cultivos,
van deéde clorosis foliar, marchitez, decoloracion vascular, achaparramiento o
combinaciones de fos mismos. Se reporta que temperaturas célidas del suelo
de 18 a 24 °C, favorecen la apariciébn mas rapida de los sintomas de este
pat()geqfo en el cultivo de crisantemo (Tlapal-Bolafios, y Mendoza-Zamora,
2003). -
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2.41.3. !Organismo causal

Los hongos causantes de la marchitez por Fusarium oxysporum se agrupan en
una gran cantidad de formas especiales, las cuales son especificas al
hospedante. Entre estas tenemos a Fusarium oxysporum f. sp. tulipae como el
causantie de la pudricion seca del bulbo en tulipan (De Hertogh, 1974).
Fusarium se caracteriza por producir microconidios y macroconidios,
producifiios a partir de fidlides (fialosporas). Los macroconidios son largos y
curvadojs, multiseptados, en forma de luna creciente o de canoa y generalmente
se origiléhan de conidioforos dispuestos en esporodoquios, aunque también se
puedeniformar en conididforos separados. Los microconidios generalmente son

de formé esférica y unicelular (Herrera y Ulloa, 1990).

Las caracteristicas especificas de F. oxysporum son altamente variables, por
ejemplo tenemos que la coloracion del micelio de sus colonias va desde blanco
hasta viioleta palido, produciendo también abundantes macroconidios de colores
naranja%pélido o violeta palido, se producen en ocasiones en una masa central
de espdras en los aislamientos. Ademas se menciona gue puede producir un
pigmenﬂ;o de violeta palido a oscuro o magenta oscuro en el agar, pero otros
aislamiéntos no presentan ningln pigmento. En ocasiones puede también
formar e;sclerocios de varios colores como son café palido, azul o azul negro o

violeta (Burguess , etal., 1994).
i

F. oxysporum forma sus macroconidios en monofidlides sobre conidioforos
ramificados en esporodoquios y en una menor cantidad en monofidlides sobre
hifas, pﬁesentan pared delgada y usualmente tres septas, y son de forma curva
a casi rfectos, la célula apical es corta y ligeramente enganchada en algunos
aislamie}ntos. Sus microconidios se forman normalmente en cabezuelas falsas o
monofiéilides cortas en hifas; son normalmente no septados, ovales elipticos o

reniformes y algunos cultivos no los forman en abundancia. También puede

|
1
i
I
|
|
|
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formar ¢lamidosporas las cuales se presentan principalmente en aislamientos

sapréfitd:)s provenientes del suelo (Burguess, ef al.,, 1994).

2.4.1.4.§Epidemiologia

Cuandoi el material propagativo se planta en suelo infestado con el patbégeno, el
hongo i%lfecta las raices y coloniza la zona de elongacién en el area del tejido
no dife%renciado que se convertira en tejido vascular. El material para
propagécién vegetativa (bulbos) tomado de estas plantas pude no tener
sintomais visibles pero estar infectado por el hongo. Si las plantas se
desarroilan bajo condiciones de humedad alta en suelo y aire, los sintomas se
presentaran y las plantas se marchitan, colapsan y mueren (Tlapal-Bolafios y
Mendoza-Zamora, 2003). Al ocurrir esto se forman clamidosporas por medio
de las q%u_ales, el hongo sobrevive en el suelo; otra forma de sobrevivencia del
patc’)genfo es por la presencia de esporas en bulbos infectados, asi como a
través die restos de micelio. El hongo se puede transmitir facilmente en tanques
de Iavacilo de bulbos de material infectado a material sano (Kim, and De Hertog,
1997). Ié_os bulbos contaminados pueden contener propagulos vegetativos del
patégertio, como micelio y clamidosporas, si el medio donde se cultiva no se
trata, es‘itos propagulos infectaran todo el medio y proveeran de indculo para
infectar al hospedante siguiente. La dispersion ocurre via material propagativo
infectado y suelo infestado. Las temperaturas del suelo mas favorables para el
desarrol%[o de la enfermedad e diversos cultivos son de 29 a 35 °C, durante el

diay 24 a 29 °C durante la noche (Tlapal-Bolafios y Mendoza-Zamora, 2003).

2.4.1.5. iControl

Existen!estrategias diversas de prevenciéon y control recomendadas para el
control é‘.ie esta. enfermedad, tenemos por ejemplo el tratamiento con vapor al
medio de crecimiento (suelo, sustrato, etc), o aplicacién de fumigantes. Otro

método isugerido para prevenir es la desinfeccion de bulbos con captafol al 1%

12
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mas bei_nomyl al 0.2%. También se sugiere procurar durante el periodo de
cultivo t;emperaturas bajas en el ambiente, menores a 24 °C (Barién, et al,
1993). |

i

Bowersé y James (2000) realizaron un estudio para evaluar diferentes extractos
vegetales para eliminar a F. oxysporum f. sp. chrysantemi en invernadero y
como a!ternativa para el uso de fumigantes en el suelo y encontraron que el
extractoi del chile pimiento y aceite esencial de mostaza disminuia la poblacion
del patéigeno en 99.9%. Asi mismo, Smolinska, ef al., (2003), mencionaron en
un ensdyo realizado para determinar la toxicidad individual de isotiocyanatos
(compujéstos provenientes de brasicaceas) en diferentes estados de desarrollo
contra gl hongo F. oxysporum en suelos de viveros forestales, observaron que
los compuestos propanyl y etil isotiocyanato tuvieron la capacidad fungistatica

mayor, [inhibiendo la germinacidon de clamidosporas y conidios, asi como el

crecimignto del micelio de todos los aislamientos evaluados, demostrando que
Brassicé carinata, B. nigra, y B. juncea, son especies que al contener
concent}aciones relativamente altas de estos compuestos inhiben el desarrollo
del hongo. |

2.4.2 Pt;dricién gris o fuego del tulipan (Boirytis tulipae Pers)
2.4.2.1.i|mportancia

BotrytisiP. Mich. ex. Pers, es uno de los géneros de patégenos mas comunes y
de més%amplia distribucidn en invernaderos. Puede colonizar material vegetal
muerto le infectar una amplia gama de hospedantes. Afecta hojas y pétalos de
las rorés aunque se puede presentar en otras partes aéreas de la planta

(Tlapal-Bolarios y Mendoza-Zamora, 2003).

2.4.2.2, jSintomas
Los sintbmas se manifiestan en la parte aérea de la planta, se puede detener el

crecimiento de los brotes totalmente o en todo caso emerger curvados. Las
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hojas crecen curvas y deformadas. Si los sintomas se manifiestan sobre plantas
ya crecidas, en hojas y flores aparecen manchas circulares pequefias de color
grisaceo o café de unos 2 mm de diametro. En condiciones de humedad
relativa y temperatura altas estas manchas pueden alargarse répidamente. A
consecyencia de esto, la parte aérea de la planta puede presentar el aspecto
de chanjluscado y el bulbo en formacién no aumenta su tamafio. Si la infeccidn
alcanzai el bulbo, a través del tallo, las escamas internas presentan manchas
deprimi&las de color amarillo pardo (Bandn, et al, 1993). Los sintomas que
aparecqin sobre las hojas normalmente son ocasionados por la infeccién del
patégerﬁo ocasionada a través de heridas en las mismas. Las hojas muertas y
senescentes son colonizadas cominmente por el patégeno. Esto es importante
porque el hongo produce sobre estas su esporulacion, la cual sera una de las
fuentes mas importantes de indculo que ocasionaran enfermedad sobre Iés
flores. De la flor el dafio puede avanzar hacia el caliz y el pedinculo, hasta la
punta dféi tallo, pudiendo descender sobre el tejido de este. Esta caracteristica
diferenq?ia los sintomas de los ocasionados por Ascochyfa (Tlapal-Bolafios vy
Mendoza-Zamora, 2003).

Se trat

2.4.2.3. %Organismo causal

L de un helotrial de micelio septado, hialino al principio y gris
posterio}_rmente; de este se originan conididforos que toman una coloracion
parduzca. Los conidiéforos son ramificados y terminan en células conididgenas
hinchadas a partir de las cuales se originan simultaneamente conidios tipo
blastoséoras (botrioblastosporas) , los conidios son unicelulares y hialinos
(Herrerais y Ulloa, 1990). La fase sexual de este hongo pertenece al genero
Botryotiivia (De Bary) Whetzelk, el cual rara vez se observa formando apotecios
sobre los esclerocios (Tlapal-Bolafios y Mendoza-Zamora, 2003).
2.4.2.4, %Epidemiologia
El patégjeno se puede propagar a través de los bulbos, del material usado para

! - - ]
cubrir Ias plantas, por el viento, por la lluvia, etc. Su desarrollo se ve favorecido
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por una humedad relativa ambiental elevada (Bafién, et al. 1993). El hongo es
capaz de penetrar a los tejidos de la flor de forma directa, pero es mas comun
cuandoiexiste el hospedante creciendo bajo condiciones desfavorables o si
existen l heridas. Los tejidos senescentes son rapidamente infectados vy
colonizaidos. Las partes dafiadas al morir y el desarrollo de la esporulacién del
hongo iﬁcrementan la fuente de indculo presente. Los conidios se desprenden
facilmerite y se diseminan por las corrientes de aire. La humedad es necesaria
para la germinacion de las esporas y la penetracion, el agua condensada en las
hojas (ré)cio) es ideal. Temperaturas de 10 a 21°C favorecen el desarrollo de la
enferm(—ifdad, siendo ia optima 18°C. Para el desarrollo de epidemias se requiere
ademés; de las condiciones anteriores, de la presencia de una alta cantidad de
esporas en el ambiente y temperaturas altas durante el dia y bajas durante la
noche (h’lapaI-Bolaﬁos y Mendoza-Zamora, 2003). El hongo sobrevive de un
ciclo a éatro en restos de las plantas y como esclerocios (Kim and De Hertog,
1997). -

!

2.4.2.5, iManejo

Para elgmanejo de esta enfermedad se recomienda procurar que durante las
noches las plantas no permanezcan himedas, aplicando de preferencia los
riegos témprano por la mafiana, ademas una ventilacién buena del invernadero
es conveniente (buscando también eliminar la formacién de rocio). Se sugiere
tambiénf la aplicacion de productos via aspersién con productos como el
benomilo, o el vynclozolin (Ronilan ®), durante la primera etapa de desarrollo
de las p‘lantas Todas las plantas desechadas se deben retirar y eliminarse fuera
de la zoha de cultivo (Tlapal-Bolafios y Mendoza-Zamora, 2003).
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2.4.3. ﬂlllal de esclerocio, pudricién gris rojiza del bulbo (Sclerotium

tuh'paru;bm)

2.4.3.1 Importancia

La enfermedad inducida por Sclerofium es principalmente una enfermedad de
climas ¢élidos que afectan a las plantas de los paises que se ubican entre los
38° de ambas latitudes. Afectan una variedad amplia de plantas incluyendo
hortalizas, ornamentales, cereales, malezas y plantas para forraje (Agrios,
1996). |

i

2.4.3.2. iSintomas

El interibr del bulbo se vuelve gris-rojizo y se pudre en seco, pero mantiene las
raices sianas. Si no se produce [a brotacion, el desarrollo del micelio del hongo
tiene lugar en el cuello del bulbo, siendo este de color blanco. A consecuencia
del atague posterior de algln hongo o bacterias saprofitas, el bulbo finalmente
aparece en forma de una masa blanca que tiene un mal olor (Barién, et al,
1993).

2.4.3.3. Organismo causal.
El hongp, Sclerotium sp., produce micelio abundante de color blanco, velloso y
ramificado que forma numerosos esclerocios pero que normalmente es estéril,

es decin no produce esporas. Algunas fases sexuales se ubican en el género de
basidiorhycetes Athelia (Pellicullaria) (Agrios, 1996).

2.4.3.4. Epidemiologia.

Este hohgo se propaga a través del material vegetal y de la tierra de cultivo. En
el tulipé;h puede pénetrar por el apice del bulbo o por el brote recién emergido,
en este caso el brote se marchita y se pudre, al no haber brotacién y al
desarroilarse el hongo en el cuelio de los bulbos se forman esclerocios (Bafion,
et al, 1993). Estos esclerocios también permiten al hongo sobrevivir de un ciclo

de cultivo al otro (Agrios, 1996).
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2.4.3. Mal de esclerocio, pudricion gris rojiza del bulbo (Sclerotium

tuliparumy)

2.4.31 (mportancia

La enfefmedad inducida por Scferotium es principalmente una enfermedad de
climas délidos gue afectan a las plantas de los paises que se ubican entre los
38° de ambas latitudes. Afectan una variedad amplia de plantas incluyendo
hortalizz%s, ornamentales, cereales, malezas y plantas para forraje (Agrios,
1996). {

2.4.3.2.Sintomas

El interié})r del bulbo se vuelve gris-rojizo y se pudre en seco, pero mantiene las
raices sanas. Si no se produce la brotacion, el desarrollo del micelio del hongo
tiene Iugar en el cuello del bulbo, siendo este de color blanco. A consecuencia
del atac{ue posterior de alg(in hongo o bacterias saprofitas, el bulbo finalmente
aparece@ en forma de una masa blanca que tiene un mal olor (Bafién, et a/,
1993). |

2.4.3.3. 1}Organismo causal.

El hongjb, Sclerotium sp., produce micelio abundante de color blanco, velloso y
ramificaﬂo que forma numerosos esclerocios pero gue normalmente es estéril,
es decir no produce esporas. Algunas fases sexuales se ubican en el género de
basidionjwycetes Athelia (Pellicullaria) (Agrios, 1996).

2.4.3.4.[Epidemiologia.

Este hohgo se propaga a través del material vegetal y de la tierra de cultivo. En
el tulipéjn puede penetrar por el apice del bulbo o por el brote recién emergido,
en este& caso el brote se marchita y se pudre, al no haber brotacién y al
desarroﬂarse el hongo en el cuello de los bulbos se forman esclerocios (Barion,
et al, 191:93). Estos esclerocios también permiten al hongo sobrevivir de un ciclo
de culti\éo al otro (Agrios, 1996).
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2.4.3.5. Control

Como nhedidas preventivas se aconseja durante el periodo del cultivo, arrancar
los bulblos gue no hayan brotado, asi como los de los alrededores que hayan
brotado| incluyendo la tierra en la que estén estos plantados, asi como Ila

desinfegcion de los bulbos y del suelo. Se recomienda no cultivar en el mismo

terreno después de una bulbosa, hasta después de uno o dos ciclos de cultivo
(Benty iColombo, 2003). Los fungicidas que se pueden utilizar son los mismos
que se;recomiendan contra Bofryfis (Bafion, et al, 1993). Se recomienda
también§ el uso de antagonistas de los géneros Trichoderma y Strepfomyces
para el I%ratamiento de los 6rganos de propagacion aunque estos aun estan en
su fase experimental (Agrios, 1996).

2.4A. leldricién negra (Sclerotinia bulborum)

|

2.4.4.1 ﬂmportancia
Este hohgo puede ocasionar que las plantas nunca lleguen a la floracién, y si lo
hacen, ]as flores que se obtienen son de calidad mala. Este patdégeno ataca
preferentemente a cultivos de bulbos, es comun a temperaturas calientes y al
final de ]a estacion de crecimiento (Gould, 1979, citado por Lara, 19986).

|
2.4.4.2.|Sintomas.
Las hojaias se tornan rojizas, posteriormente se marchitan y mueren, esto sucede
normalnﬁente antes de la floracién. La parte subterranea del tallo puede estar
total o ;ﬁarcialmente putrefacta, y puede presentar esclerocios adheridos. Los
bulbos muestran las primeras infecciones como manchas negras y blandas de
forma irregular en las escamas exteriores. Las bases de los bulbos se pudren
de forma que las hojas se separan con facilidad, las escamas externas suelen
pudrirsé por completo, mientras que las internas quedan delgadas y toman una
coloracion gris oscuro. La pudricién continua, llegando a cubrirse el bulbo de

micelio blanco o gris. Las escamas presentan una pudricién progresiva hasta
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solo dejiar fragmentos y esclerocios negros. Los esclerocios tienen un tamafo
deba ﬂgO mm y son de forma irregular, negros por fuera y blancos por dentro
(Moore,%1979).

2.4.4.3. Organismo causal.

El hong‘;o del género Sclerotinia, forma un micelio blanco y velloso, que forma
con el iti_empo estructuras compactadas de tamafio grande de resistencia,
conocidijas como esclerocios. Estos esclerocios son blancos al principio, pero
despuéé se ennegrecen y endurecen superficialmente y su didmetro puede ser
de 0.5 a 1 mm en S. minor, y de 2 a 10 mm en S. sclerotiorum, a menudo son
mas apl?nados y largos que esféricos (Agrios, 1996).

2.4.4.4. iEpidemiologia.

El'desairrollo mejor de la enfermedad se da en temperaturas frias y con
humedad relativa elevada. El micelio blanco que esta en bulbos con infecciones
avanzadas da lugar a esclerocios. Al final de la enfermedad los bulbos pueden
desintegrarse y dejan esclerocios, estos producen micelio infectivo y sobre este
en la estacion siguiente se desarrollan apotecios con ascosporas (Gould, 1979,
citado por Lara, 1996).

2.4.4.5. Control.

Realiza% rotacion de cultivos por 3 6 mas afios. Realizar la aplicacion de
fumigani“ces en el suelo antes de plantar. Eliminar los residuos del cultivo
anterior,? Tratar a las plantas con fungicidas basados en el ingrediente activo
procimid{iona. El uso de productos fungicidas como el PCNB y el manejo
adecuado de las poblaciones de malezas, reducen de forma significativa el
problemﬁa (Lara, 1996). Son funcionales también las estrategias recomendadas
para el bontrol de S. tuliparum (Bafidn, 1993). Ademas Agrios (1996) menciono
gque en ilos Ultimos afios se han detectado 30 especies de hongos, bacterias,
insecto# y otros organismos que parasitan o inhiben el crecimiento de

Sclerotihia. Asi mismo menciono que los resultados mas alentadores se
i
|
|
|
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obtuvier;on en pruebas realizadas con los siguientes hongos micoparasitos:
Conyotﬁirium minitans, Gliocliadium roseum, G. virens, Sporodesmium
sclerothi/orum y Trichoderma viridae; estos hongos destruyen a los esclerocios o
inhiben su germinacion, por lo que disminuyen la poblacion de Sclerotinia en el
suelo, z%jlunque aun no se han realizado recomendaciones practicas para el
control &Iel hongo.

|
2.4.5. Pudricién de la raiz (Pythium ultimum Trow.)

|
2.4.5.1.Importancia
Se ha indicado a este patdogeno como uno de los causantes principales de la
putrefac%cién de raices en bulbos (Buschman, 1995). Ademéas menciona que el

bulbo déﬁado por este hongo se presenta en condiciones de alta humedad en

e ambi{é'nte y el suelo debido a que sus esporas suelen ser hidrdfilas, ya que

buscan ila humedad. Estas esporas pueden sobrevivir tanto en las raices del

bulbo cémo en el suelo.

2.4.5.2. Sintomas

Este hoLgb provoca pudricién de las raices en la base del bulbo, e incluso, en
el cuello del tallo floral (Bafidn, ef al, 1993). La pudricién es blanda de color
pardo oscuro en el sitio de penetracion del patdégeno. Las raicillas de las plantas
pueden: ser atacadas, penetrando por las puntas y produciendo un colapso
rapido y|/ muerte de las raicillas, ocasionando un pobre sistema radicular y

provocaindo la caida de las plantas.

2.4.5.3. brganismo causal

Pertenece al reino Straminopila, al Phyllum Oomycota a la familia Pythiaceae.
El micelio es blanco algodonoso, filamentoso, ramificado y de rapido
crecimiento. Produce esporangios terminales, que germinan directamente y
producen de uno a varios tubos germinales, o forman una hifa corta en el

extremo de la cual se forma una vesicula en donde se forman las zoosporas;
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las cualbs son liberadas y nadan en el agua durante unos minutos, después

entran en reposo y se enquistan al envolverse en una cubierta protectora y

germinjn al producir el tubo germinal. En los extremos de las hifas cortas se
produce

se forrﬂa a partir de la unién de los nucleos del anteridio y el oogonio
(Abisambra, 2003).

n también oogonios esféricos y anteridios en forma de clava. El cigoto

2.4.5.4. Epidemiologia

Pythium ataca tefidos juveniles o suculentos, penetra los bulbos, el embrion o
los teji&ios de las plantulas emergentes mediante la presién mecanica vy
degradacion enzimatica; macerando los tejidos. Por lo comdn la infeccion inicial
se produce al nivel de la superficie del suelo, invade el tallo del hospedante
penetrando las células epidérmicas y corticales del tallo directamente, se nutre

de sus contenidos y degrada sus paredes celulares produciendo la

desintegracion de las células y los tejidos; a este nivel los tejidos vasculares
pueden; ser invadidos ocasionando una decoloracibn v se desarrolla,
produciémdo una pudricibn blanda de color pardo oscuro en el sitio de
penetraéién del hospedante (Abisambra, 2003). La etapa invernante del hongo
son las oosporas las cuales toleran cambios de temperatura, estas oosporas
son.hidﬁéfilas. Las temperaturas favoables para su desarrollo oscilan entre los
25 y 30 °C. Estas oosporas pueden sobrevivir tanto en el suelo como en las
raices de los bulbos (Buschman, 1995).

2.45.5 pontrol

Se recomienda utilizar material sano y desinfectar el terreno para la plantacion.

Cuando] se tengan plantas infectadas se puede tratar los bulbos con
propamocarb o algin fungicida especifico para oomycetes, como metalaxyl

aplicandolo especialmente en la zona del cuello (Baiion, et al, 1993).
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2.4.6. Moho verde o moho azul (Penicillium spp.)

2.4.6.1. Importancia

Esta enfermedad puede ser ocasionada por P. cyclopiumy P. corymbiferum, los
cuales ﬁenen un amplio rango de hospedantes y se encuentran en todo el
mundo, pudiendo llegar a ocasionar problemas serios, especialmente en bulbos

gue han sido golpeados (Moore, 1979).

2.4.6.2. Sintomas

Penicilliltm spp., causa pudricién del bulbo, el micelio del hongo cubre el bulbo y

puede dlcanzar su interior, es facilmente reconocido por un moho verde tipico
gue cul:i)re al bulbo. Las escamas se ven duras secas y esponjosas (Bainon,
1993). :

2.4.6.3. !Organismo causal

Su micélio es de aspecto polvoso de color verde o azul verdoso. Conididforos
simples%o en sinema, ramificado en una o varias series a manera de pincel.
Conidiojs hialinos o de colores brillantes, unicelulares, globosos u ovoides
producitﬂos en cadenas basipétalas. Son saprofitos causando dafio en frutos o
granos E{almac:enados. Las especies representativas son: F. oxalycum Currie y
Thom., Eel cual induce moho azul del maiz y P. digitatum Sacc., el moho verde

de los citricos (Montes-Belmont, 1992).

2.4.6.4. [Epidemiologia

La enfjbrmedad estd generalmente asociada con dafios de insectos,
quemad?uras del sol, magulladuras, dafios mecanicos, manejo inadecuado de
cultivo o alglin otro tipo de dafio. Se presenta usualmente en almacen, cuando
hay una? humedad relativa alta y una aeraciéon deficiente. Una vez ocurrida la
infeccic')b, el clima caliente durante el crecimiento, estimulan el desarrolio de la
enferm%dad (Lara, 1996).
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2.4.6.5. §Control

Los bulbos afectados deben ser desechados de preferencia, o ser
desinfe¢tado. Para prevenirlo es recomendable sumergir los bulbos en una
solucic')ri desinfectante a base de captan o benomilo (Bafion, ef af, 1993). Para
prevenir! la infeccion se deben evitar los dafios a los bulbos y en general
duranteﬁodo el manejo del cultivo, mantener una adecuada ventilacién evitando

que la humedad relativa sea demasiado elevada (Lara, 1996).
2.4.7. P_hdricién gris del bulbo (Rhizoctonia tuliparum Kleb)

2.4.71 {mportancia

En el gjenero Rhizoctonia, la especie R. solani es la mas importante y fue
descrital en 1815 por De Candolle. En 1853 Kuhn describié a esta especie
distribuida en todo el mundo, donde la humedad y la temperatura son
adecuadas ademas ataca a una gran variedad de plantas silvestres vy
cultivadas. El concepto de la especie ha sido modificado en reiteradas
oportun#dades a causa de la gran variabilidad morfolégica que presentan los

hongos iincluidos en este grupo (Ledn, 1978).

2.4.7.2. Sintomas

Las prirfﬁeras sefiales de la presencia de la enfermedad, son la inhibicion de la
emergehcia o desarrollo de plantulas con una pudricién parcial de brotes.
Posteriormente se observan hojas rojizas, marchitas y muerte antes de la
floracion. Los brotes pueden pudrirse antes de emerger y al igual que los bulbos
pueden estar cubiertos de suelo, el cual se mantiene unido por el micelio. La
parte subterranea del tallo floral se pudre y cubre con un moho gris, esclerocios

y suelo. En las escamas se desarrollan manchas grandes de color gris marrén,

las cuales frecuentemente se cubren de moho gris. Al realizar un corte
transversal, se muestra una pudricion anillada de las escamas, la cual es seca y
tiene un color gris 0 un blanco rosaceo y posteriormente se torna marrén. Las

raices y, la base del bulbo pueden estar aparentemente sanos un tiempo pero
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después se pudren completamente. Forma esclerocios de color gris 0 negro por

fuera y blanco rosaceo por dentro (Moore, 1979).

2.4.7.2. éOrganismo causal

Este patégeno se incluye dentro del orden Mycelia sterilia debido a que durante
muchos§ afos se pensd que era incapaz de producir alguin tipo de esporas ya
sea sextfuai o asexual. Actualmente se sabe que produce basidiosporas en su
fase séxual, siendo esta especie un Basidiomiceto, El estado impetfecto
(miceiio‘y esclerocios), es usualmente citado como Rhizoctonia solani. Kuhn. El
nombre|para el estado perfecto o basidial es Thanatephorus cucumeris Frank
Donk. Las esporas del hongo solo se forman durante condiciones especiales de

laboratario y son extremadamente raras en la naturaleza (Agrios, 1999).

El hongo no presenta fructificaciones asexuales; los esclerocios son de color

café a negro, de forma variable y frecuentemente pequefios pero no muy

compacfos y formados por filamentos miceliales y ramas saliendo
aproxim!adamente en angulo recto (Romero,1988), ademas presenta
constricfciones muy marcadas en las septas y la ramificacidon se origina
subterminalmente a la septa (Mendoza, 1990).El micelio formado por
Rhizoctbm'a es septado, y una de sus caracteristicas es el crecimiento
formando un angulo de entre 45 y 80 ° entre las ramificaciones de este (cuando
el mic:jio es maduro). El micelio es estéril y rara vez forma la fase sexual
(Tanath‘gphorus, Lewia), al principio es incoloro y en las colonias maduras se
torna amarillo o café claro {Agrios, 1996).

2.4.7.3.§Epidemiologia

La infecicién en campo se suele presentar en condiciones de baja temperatura,
a finale%; de la primavera o principios de otofio, generalmente comienza en la
corona o punta del bulbo (Gould, 1979, citado por Lara, 1996). El hongo
persiste| en el suelo en forma de esclerocios donde puden sobrevivir hasta 10

afos, 1a principal determinante de la gama de hospedantes es la temperatura.
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El micelio puede crecer hasta una distancia de 15 cm desde los esclerocios en
germinaﬁ'cién, la penetracion tiene lugar principalmente por medio de las hifas
que se%forman s6lo en superficies no cutinizadas. R. {fuliparum no invade
directamente a la raiz sino que penetra por tallos y bulbos. Su dispersion es

usualmente al plantar bulbos enfermos (Moore, 1979).

2.4.7.4. Control

Realizar rotaciones de cultivos por més de 5 afios. Seleccionar y descartar

bulbos enfermos. Sumergir bulbos durante ocho horas en una preparacion de
formaldehido comercial al 0.4%. Incorporar guintoceno al suelo a una dosis de
50 g'mzi (Lara, 1996). También se menciono que la incorporacién de corteza
estercoliada de latifoliadas aplicada al suelo da resultados buenos en el control
de Rhiz:octonia, debido principalmente a que incrementa las poblaciones de
antagor(fistas como Trichoderma y libera algunos compuestos fungitbxicos
(Agrios,§1996).

2.5. Manejo integrado de plagas (MIP)
|
Diferentks autores definen al MIP como idea, concepto o estrategia sobre que
hacer eh el manejo de las plagas de las plantas. Se dice que es una filosofia,
sobre el que hacer (estrategias), lo que en el campo de |a proteccion vegetal
puede corresponder a excluir, erradicar, tolerar, suprimit o manejar. Estas
estrategjias tienen tacticas que son las acciones ejecutadas, para materializar
dicha q?oncepcic’)n (el como hacerlo), se puede hacer uso de variedades
resisten;tes, practicas agricolé\s, control biolégico, plaguicidas, etc. Segun la
estratedia empleada, asi seran las tacticas a utilizar. El MIP es la unidn de
varias estrategias, que concillia y resalta los aspectos de prevencion,
convivchia con las plagas y sostenibilidad ecoldgica y econémica, esto es que
ninguna de ellas redne las caracteristicas buscadas por si mismas (Ruiz, 1999).
' 1

24



—

Por su parte Téliz (2000), menciono que bajo el concepto de MIP, el objetivo no

es la plaga o la enfermedad, sino el cultivo completo, y aun superior a este, el
objetivo| principal es el desarrollo del productor y su desarrollo socioeconémico.

Ademag menciono que el MIP debe hacer uso del trabajo interdisciplinario, en

el cual ademas del las acciones individuales que cada especialista realice por
separaoio, se deben realizar reuniones entre los integrantes del equipo de
trabajo bara que se realicen [as criticas necesarias para enriquecer el esfuerzo
individual, ademéas de que requiere de reuniones constantes del equipo para las
etapas gle planeacion y evaluacién. Esta manera de enfocar el trabajo en el MIP
es contraria a la manera clasica de obtener los métodos de control de plagas o
enferme@dades, en las cuales el especialista permanece aislado y no recibe el
enriguecimiento de su trabajo por las criticas del equipo. Este aislamiento es
tipico inclusive cuando se intenta llevar a cabo por algun especialista, la

practical de tacticas de control integrado de plagas, las cuales sin contemplar

las demés necesidades del agricultor y del ambiente, no se consideran como un
MIP verdadero.

2.6. Téc%ticas de Manejo Integrado para enfermedades fungosas

2.6.1 Biocontroladores

En lo que se refiere a bioconfroladores, su desarrollo comercial ha recibido un
incremeinto muy significativo en los dltimos 5 afios, en primer lugar por que se
han Iog‘rado grandes avances en el aislamiento y caracterizaciéon de cepas
nuevas de microorganismos que poseen propiedades fungicidas. El proceso fue
inicialm?nte lento por las propiedades inherentes de las cepas naturales, las
cuales qequerian del hospedante para poder propagarse. Con el desarrollo de
herrami{éntas nuevas en la industria de la biologia molecular y mas
especifipamente en el area de tecnologias de fermentacioén, este obstaculo se
ha salvajdo logrando una relacién mejor costo beneficio para las empresas gue
se dedician al desarrollo de estos productos (Stefanova, et al., 2002).



Los biofungicidas se han clasificado de manera comercial en tres categorias: 1)
Aquellos que controlan  enfermedades de la raiz, 2) los que controlan
enfermedades del follaje vy 3) aquellos que se utilizan en los tratamientos

poscosgcha y almacén (Hofstein, 1998).
!

2.6.1.1 ljBaciHus subtilis

Chazarc;b (1956), realizé uno de los primeros estudios en México sobre las
amifasa%s producidas por una cepa de Bacillus aislada de pulque (bebida
obtenidé del maguey), reclasificando a la bacteria como Bacillus subfilis, y
mencioriﬁando la importancia que esta bacteria podrian tener en la industria de

L.
la fermentacion.

Aun no se ha demostrado que alguna bacteria ataque y parasite directamente a
hongos,%j pero en el caso de Bacillus subtilis, al parecer es antagénica a ciertos
hongos Eﬁtopatc’)genos que habitan en el suelo, a los cuales destruye mediante
secrecic:#nes enzimaticas o tdxicas (Agrios, 1996).

Bacillus?subtiﬁs es una bacteria mévil, gram positiva, formadora de esporas, en
forma db baston, que se encuentra cominmente en el suelo (Olsen, 1967). En
el nucleo de las endoesporas se sintetiza acido dipicolinico y se incorporan
iones de¢ calcio, lo que le da la capacidad de soportar elevadas temperaturas,
desecaéién, radiacion y la accion de 4cidos y desinfectantes quimicos (Brock, |
et al., 1987). Su tolerancia termal alta asegura su supervivencia después de
tratami@ntos al suelo con vapor por otro lado se ha encontrado que estimula el
crecimiejnto de plantulas de algunos cultivos ya gue es, favorecida, por suelos
ricos eng materia organica y con contenidos de nitrégeno altos, que la estimulan
a prodljcir antibidticos poco solubles en agua, lo cual garantiza un control
permanénte en el suelo (Olsen, 1967; Utkhede y Rahe, 1983; Baker, 1983;
Pusey y Wilson, 1988).

i
i

26



o -
oL

El mecajnismo de actividad de Bacilflus subfilis consiste en la produccién de una
sustancia que inhibe la germinacion de esporas y el crecimiento de las hifas,
también| ataca los tubos germinativos; los deforma (Baker, 1983). Otras
substancias como las Bacitracinas son formadas y estas bloguean la formacion

de la pared celular. Entre otras propiedades destaca la habilidad de degradar

polisacdridos, acidos nucleicos y lipidos por accion de enzimas hidrofilicas

extracelf;.llares (Brock , ef al., 1987).

2.6.1.2 Trichoderma virens

El genero Trichoderma incluye un conjunto de especies con variadas
caracteyisticas bioguimicas y moleculares. Hasta la fecha se han descrito varias
especiegs (T. longibrachiatum, T. harziarum, T. anhamatum, T. atroviridae y T.

asperellum) que poseen actividad antifungica sobre un amplio espectro de

fitopatdgenos. La actividad antagonica de Trichoderma se lleva a cabo, entre
otros factores, gracias a las enzimas liticas que excretan al medio. Las
enzimas liticas 3-1,6 glucanasa, 3-1,4 glucanasa, k-1,3 glucanasa, quitinasa y
proteas# expresadas por Trichodermas son inducibles, tienen una gran
importancia en el sustrato presente en el medio de induccién en el que son

producidas (Castillejo, et al,, 2000).

En el caso de hongos, especies de Thichoderma son antagonistas muy
conocidps, particularmente en el suelo, ademas de ser un organismo gue se

caractefiza por su rapido crecimiento, involucra competencia, antibiosis, asi

como interacciones hiperparasitas, lo cual hace a este genero atractivo para su
uso cofiho agente de bi6écontrol (Blakeman y Fokkema, 1982). Trichoderma
harziami:m es un agente bioldgico controlador de fitopatdégenos que se formula
como pd;)Ivo humectable, se usa ampliamente contra hongos tales como Bofryfis
cinerea, Colletotrichum spp., Pseudoperonospora sp, Monilia sp, entre otros
(Araya, :2000). No es toxico para animales, ni humanos, no contamina el agua,

ni es toxico a peces, se puede aplicar a las semillas (Barron, 2002).
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2.6.1.3. Residuos organicos

El equilibrio o balance biolégico del suelo puede ser modificado mediante la
aplicacifbn de materia organica, modificadores o enriquecedores organicos,
cultivos de cobertura, etc. Los cuales alteran cualquiera de los componentes del
patosist?ma de fal forma que resulta desfavorable para el 6ptimo desarrollo del

patégedo (Zavaleta y Rojas, 1986).

La incofporacion de residuos de cruciferas para el control de fitopatdgenos del

suelo, Ha sido ampliamente reportada por Lewis y Papavizas (1980) quienes

mencionaron que durante la descomposicién de cruciferas en el suelo, hay
formacion de compuestos volatiles que contienen azufre (metanotiol, sulfuro y

disulfuro de dimetilo), los cuales estan involucrados en la inhibicién de la

germingcion de los propagalos de Aphanomyces euteiches, Fusarium
oxyspozﬁ;m, Macrophomina phaseolina, Phytophthora cinnamommi y Sclerotium
rolfsii eri! la inhibicién del crecimiento y movilidad de las zoosporas. Asi mismo,
estos aLLtores mencionan que la incorporacién de col tiene efectos nemastaticos
sobre Meloidogyne incognita.

2.6.2 Coberturas (paja)

En la !actualidad pocos estudios se han realizado para el control de
fitopatc’)$enos del suelo empleando coberturas con paja. Papavizas, 1980
mencioﬁa qgue el uso de paja de avena tiene efecto contra el patégeno
Rhizoctc;?nia solani debido a que permite el desarrollo y sirve como sustrato del
antagor{ista Baciflus sublilis. La paja sirve como sustrato debido su
compoc}si{on que contiene celulosa que le sirve de alimento y/o sustrato a B.

subtillis.
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2.6.3 Fungicidas
|
|

Propamocarb
Este es un fungicida sistémico, que pertenece al grupo gquimico de los
ditiocarhamatos. Su nombre quimico es: propilcarbamato HCI, se clasifica por

oral es de 10900 mg-kg™” y su DL50 dermal es de 5.000 mg-kg™'. La formulacion

su toxj;dad dentro de la categoria IV (producto ligeramente t()xicd, su DL50
comercigl disponible recibe el nombre de Previcur N® SL (Concentrado

soluble)f, y su concentracion es de 722 g-L™ (Extoxnet).

Proclorjaz

Es un ffungicida sistémico, que controla hongos fitopatdgenos en cereales, y
Iegumin;bsas. Su accién es preventiva y curativa sobre hongos tales como
Septorie’;,' Pseudocercosporella, Oidium, Phoma, Mycosphaerella,
Helmint{vosporium, Rhynchosporium, Sclerotinia, Fusarium, Cercosporefla. Su
nombreiquimico es N-propyl-N-{2-(2,4,6-trichlorophenoxy)ethyl]-1H-imidazole-1-
carboxa‘mide, y pertenece al grupo de los imidazoles. Por su toxicidad se
considera categoria IV, producto ligeramente tdxico, su DL50 Oral: > 2.379
mg-kg™ iy su DL50 Dermal: > 4.000 mg-kg™. El producto comercial mas com(n
es Spdrtak y su formulacién es un concentrado emulsionable a una
concent}acién de 400 g-L! (Rosenstein, 2005).

PCNB q quintoceno

Es un fungicida principalmente utilizado en tratamientos a semilla, riego por
goteo uiaspersion para el control del ahogamiento de plantulas y pudriciones de
talio y r%iz. La Agencia de Proteccién al Ambiente de Estados Unidos (EPA)
esta er1! la etapa de renovacion de registro del PCNB revisando riegos y
beneficips del uso del quimico en cada sitio y cultivo. Su meta es crear el menor
impactorposible tanto en lo econdmico, como minimizando los riesgos a un nivel
inferior.QSu nombre quimico es pentacloronitrobenceno, y pertenece al grupo

quimico de los bencenos sustituidos. Su modo de accién es de contacto y su
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categoria toxicologica es Ill (moderadamente téxico), su DL50 Oral: > 500
mg-kg” y DL50 Dermal: >1000 mg-kg™. Algunas marcas comerciales conocidas
son INTERGUZAN 30-30®, PCNB®, y se formula como polvo humectable a
300 g-kg™”' (Rosenstein, 2005).

Thiram:

Thiram :es un compuesto dimetil ditiocarbamato usado como fungicida para
preveninf darios a cultivos en campo y para proteger cultivos cosechados de su
deterior#jj en ftransporte y almacenamiento. Thiram usado también como
protectaijnte de semillas y para proteger fruta, vegetales, ornamentales, y pastos
cultivadé;)s de una amplia gama de enfermedades fungosas. Ademas, es
utilizadqf como repelente de animales para proteger arboles frutales vy
ornameE tales del dafio por roedores y venados. Esta disponible como polvo
floable, rpolvo humectable, granulos dispersables en agua, y suspensiones
formula@as en agua, y en mezclas con otros fungicidas. Thiram ha sido usado
en el trhtamiento de sarna en humanos, como un blogueado solar, y como
bactericida aplicado directamente a la piel o incorporado al jabén. Su nombre
quimicoé es tetramethylthiuram disulfido, su modo de accion es sistémico y de
contactdi:. Por su toxicidad se le considera dentro del grupo lll, producto
moderaofdamente téxico, ya que su DL50 Oral es de 1900 mg-kg™ y su DL50
Dermalées de 1000 mgkg”. Sus nombres comerciales son Interguzan® vy

ARASA;N®. (Rosenstein, 2005)

Azoxysirobin

Es un angicida de efecto principalmente de contacto, de origen natural, con
amplio éspectro de control, con actividad preventiva, curativa y antiesporulante,
dependi}endo de la enfermedad. Actda inhibiendo la respiracién mitocondrial en
los hongos. Se mueve via xilema (movimiento acropétalo) y tiene sistemicidad vy
movimiento translaminar, protegiendo completamente las hojas y brotes
nuevos.g Estéa indicado para el control de tizon tardio y Alternaria en papas y

tomatesé, mildit en ajo y cebolla y Oidium y Alfernaria en cucurbitaceas. Su
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efecto sistémico y de contacto y su larga residualidad, aseguran la proteccion
de las hbjas y su redistribucion dentro de la planta, retardando su senescencia y
manteniiéndolas verdes por mas tiempo. Su nombre quimico es metil (E)-2-{2-
[6-(2-(ci{anofenoxi)pirimidin—4-ioni]feniI}-3—metoxiaCriIato, Yy su grupo quimico es
estrobil;jlrinas. Por su toxicidad se le consideran dentro del grupo IV, productos
ligeramefente toxicos y su DL50 Oral es > 5.000 mg-kg™”, y su DL50 Dermal es >
2.000 n‘[;g-kg“, El producto comercial disponible es AMISTAR® 50 WG, con una
concentiacién de 500 g-kg”' WG y su formulacion son granulos dispersables en
agua (S&ngenta, 2006).
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CAPITULO 1]

UDRICIONES DEL BULBO Y RAIZ DEL TULIPAN (Tulipa sp.).

DIAGN$STICO Y PATOGENICIDAD DE LOS AGENTES CAUSALES DE LAS

| RESUMEN

|
|

Se diaginosticaron los agentes causales de las enfermedades principales del
tulipan, én 60 plantas con sintomas en bulbo y raiz de diferentes cultivares, en
Texcocq, Edo. de Mexico. Se aislaron a varios hongos de diferentes sintomas,
se obtU\flo la frecuencia de aislamiento, se purificaron cada uno de los hongos
aisladosg, se identificaron y se obtuvieron cultivos monospéricos de: Peniciflium
sp., Fusfarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Sclerotinia bulborum, Pythium sp. y
Alternaﬁ‘(a sp., asi mismo se realizaron los postulados de Koch, con los
método‘ de inoculacion por inmersion diluciones a diferentes concentraciones
de conLios, micelio en granos de trigo, esclerocios aplicados al suelo y
zoospor{as, respectivamente, mas una mezcla de todos los hongos y un testigo
sano. En los postulados de Koch se evaluaron: la frecuencia de reaistamiento,
incidendia de la enfermedad, la altura de plantas y la longitud de raiz. Se
diagnosﬁcaron como los agentes causales de las enfermedades fungosas del
bulbo yiraiz del tulipan a: Penicillium sp., Fusarium oxysporum, y Pythium sp.
El hongb que ocasiond la mayor enfermedad al ocasionar la altura de planta y
Iongi’tud;j de raices menores en las plantas de tulipan fue F. OXYySporum con
13.2 cm| y 3.6 cm respectivamente. El hongo con el periodo de incubacién mas
corto fuL

'

reaislé ton la frecuencia mayor en invernadero fue Penicillium sp. (100%}), le

Penicillium sp, mostrando sintomas en ocho dias. el hongo que se

sigui6 Fusarium oxysporum (50%), Pythium sp. (50%).
!
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DI;?GNOSTIC AND PATOGENICITY OF ROOT AND BULB FUNGAL
| DISEASES IN TULIPS (Tulipa sp.).

ABSTRACT
Disease? problems in tulips were determined, from bulb and root of 60 grown
plant frdm of several tulip varieties in Texcoco, Mexico State. Once part plant
with symptoms were isolated, isolation frequency, individual fungi purification to
its next|identification and monosporic isolates were obtained from: Penicillium
sp., Fugarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Sclerotinia bulborum, Pythium sp.

and Alternaria sp., these isolates were increased and after Koch postulation

were mfade, by single bulb inoculation and ten repetitions of each were also
made, tEis inoculation was made by adjusted inoculation methods according to
each fungi a mixing with all fungi were added and a non treated mixing was
include.ilsolation frequency, disease incidence (borne plant percentage), single
bulb datnage percentage were tested. As root and bulb tulip disease causal
agents Were determined: Penicillium sp., Fusarium oxysporum, Pythium sp.,
the blggest greenhouse disease incidence were made by Penicillium sp.
(’IOO%),, second by Fusarium oxysporum with (50%), third Pythium sp. (50%).
The Wortst height in tulip plants was made by F. oxysporum with 13.2 cm. The
less rook length in tulip plants was induced also by F. oxysporum with 3.6 cm.
The shortest incubation period was induced by Penicillium sp, which showed
symptor?ns at eight day.
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| 1. INTRODUCCION
El tulipdn en México, tiene relativamente poca importancia, sin embargo a partir
de 19921, la superficie establecida con este cultivo se ha venido incrementando
(FIRA, \1 994; lLara, 1996), especialmente durante los afios del 2000-2003,
desplaz%ando a otros cultivos ornamentales como el crisantemo, principalmente
en la rTgién del municipio de Texcoco, y municipios aledafios del Edo. de

Mexico.|
]

Este cultivo al igual que la mayoria de los cuitivos ornamentales presenta
problemas fitosanitarios diversos, tanto plagas, como enfermedades, estas
ultimasfon uno de los factores limitantes principales de la produccién del

tulipan en México, debido principalmente a que el manejo del cultivo se viene

realizando de formas diversas en lo que al aspecto fitosanitario se refiere, y
debido a la falta de orientacion que hubo al principio sobre dicho manejo, en
muchas! ocasiones se ha favorecido los brotes de enfermedades, tanto

fungosa|:s como bacterianas (Lara, 1996).

|
t
\
|

La imchirtancia de los hongos como patégenos del tulipan no se pone en duda,
ya queidiversos autores han mencionado varias especies de hongos como
causantks de perdidas econdémicas importantes, a productores de tulipan,
cuando% no son prevenidos o atendidos a tiempo, por ejemplo Fusarium
oxyspoﬂpm, causa la pudricion seca del bulbo; Sclerotium tuliparum, que
produca? la pudricion gris rojiza del bulbo; Sclerotinia bulborum, ocasiona de la
pudriciéh negra, entre otros (Moore, 1979; Bafion, ef a/, 1993, Agrios, 19986).

Por lo anterior es de suma relevancia considerar, que atn cuando en el mundo
existen yarios trabajos sobre diagnédstico de enfermedades del tulipan como los

cifados jatriba, en México no existe uno que permita la identificacion correcta,

amplia y oportuna de los agentes causales de las enfermedades del tulipan, por
tanto eZS de suma importancia realizar estudios gue permitan conocer los

agentes causales correctos de las enfermedades principales del bulbo y raiz del
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tulipén,l lo cual permitiia a los floricultores poner en marcha tacticas.
econdmjicas y ecolbgicas adecuadas de manejo teniendo la certeza del
fitopatdbgeno que se esta combatiendo. Debido a lo anterior se realizé la

presente investigacion con los objetivos siguientes:

- Diadnosticar los agentes causales de la pudricién de raiz y bulbo del tulipan
(Tulipa sp.), en Texcoco, Edo. de México.
- Cono‘ber la sintomatologia y patogenicidad que cada uno de los patdgenos

de la raﬁz y bulbo del tulipan ocasionan.

40



L

2. MATERIALES Y METODOS

21 Mue&streo de bulbos y plantas de tulipan

Se reafizé un muestreo dirigido en 60 plantas de tulipan con sintomas
aparentéas de enfermedades de origen fungoso (Cuadro 1), este muestreo se
efectlio len los predios de dos productores cooperantes de las localidades de
San Paplo Ixayoc (A), de donde se obtuvieron 15 plantas, y San Diego (B),
donde se obtuvieron 45 plantas, del municipio de Texcoco, Edo. de México,
durante:los meses de enero y febrero de 2004.

Las plantas con sintomas de enfermedades, se extrajeron completas de las
pIantacibnes, posteriormente se colocaron en bolsas de poli papel y se
mantuvikron en refrigeracion durante dos dias, hasta realizar el aislamiento de
los probéables patégenos en medios de cultivo, primero en Papa-Dextrosa-Agar
(PDA) y dependiendo del tipo de crecimiento de las colonias formadas se
reaislarg!)n en Jugo de Tomate-Agar.
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Cuadro: 1. Sintomas que mostraron cada una de las variedades de Tulipan

(Tulipa sp.) de donde se realizaron los aislamientos, provenientes de los dos

predios gn Texcoco, Edo. de México.

Identificador  Cultivar Sintoma
1 Len Van Demark  Lesién coridacea en bulbos y achaparramiento
en plantas
2| Len Van Demark  Lesion coriacea en bulbos y achaparramiento
f en plantas
3’ llle de France Achaparramiento y escaso desarrollo en raiz
Irene Pudricién seca en bulbos color café, con
manchas, pudricion hiimeda en follaje y
bulbos, esclerocios negros de 2 a 4 mm
5 Avignen Pudricion seca en bulbos color café, Escaso
: desarrollo en raiz, micelio verde superficial,
; galerias en bulbos
6 Banja Luka Pudricion coriacea y café en bulbos, en otros
pudricién himeda
7 Happy Generation  Achaparramiento de plantas, ligera pudricion
en raiz
8 Golden Pudricién de bulbos y raiz, plantas cloréticas,
Apeldoorm marchitez de plantas, aparicion de brotes
secundarios
Desconocida Bulbos dafiados con micelio verde y blanco.
10 Maureen Achaparramiento de plantas, pudricion
coriacea del bulbo, micelio verde y blanco
1 Golden Achaparramiento de plantas, pudricién
} Apeldoorm coriacea del bulbo, micelio blanco
12 lle de France Achaparramiento de plantas, pudricién

caoriacea del bulbo, micelio blanco

2.1.1 Caracterizacion de sintomas

A cadal uno de las plantas enfermas que se muestrearon, se evaluaron

visualmente al momento de ser extraidas del suelo, se registraron literalmente y

fotograffaron los sintomas y estructuras fungosas que presentaban, asi mismo

se realizé una clasificacion en base al tipo de sintoma y cultivar antes de ser

llevadas

al laboratorio (Cuadro 1).
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2.1.2 Aislamiento de los hongos

Esta actividad se realizd en el laboratorio de Hongos Fitopatogenos de
Proteccion Vegetal de Parasitologia Agricola, de la Universidad Auténoma
Chapingo. En cajas de Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), se
sembra?on 25 muestras de cada uno de los sintomas de raiz, bulbo o base del
tallo el‘ifermos encontrados, por cada cultivar evaluado. Previamente, las
mueétra{s de desinfectaron en hipoclorito de sodio al 1.5% por dos minutos, se
enjuagaw;ron en agua destilada estérilizada y se secaron con toallas sanitarias

esterilizT:adas. Las cajas se incubaron a 24 + 3 °C, durante 72 h.

2.1.2.1 Evaluacion de las frecuencias de aislamiento

Una vezk trascurrido este periodo, se evaluaron las frecuencias de aislamientos
contabi[!zando cada uno de los crecimientos fungosos que se presentaron, de
acuerdo‘E a la morfologia y color de sus crecimientos miceliales. En etapas
posteriojres se determind cuales eran los hongos a los que correspondia cada

crecimiénto fungoso.
|

21.3 Pﬁrificacién de los hongos e incremento del inéculo

Cada ur‘|a de las colonias reaisladas se dejaron crecer durante ocho dias hasta
llenar Ia[s cajas de Petri, luego que el micelio de los hongos llend las cajas, se
les agre!garon 10 ml de agua destilada esterilizada con Tween 20 al 0.1% y con
una ag%ja de diseccion se removio la superficie del micelio de los hongos para
desprender los conidios y/o esporangiosporas seglin sea el caso. Los 10 mL de
la suspiensién resultante (solucién madre), se vaciaron a un tubo de ‘ensaye

(Morales, 1996).

i
Posteridfrmente se adicion6 1 mL de la suspensién madre (previamente agitada)
en un tiubo de ensaye con 9 mL de agua destilada esterilizada, se mezclé
vigorosémente y se tomd nuevamente 1 mi., el cual se pasé a otro tubo con 9
mL dej agua destilada estéril y asi sucesivamente hasta obtener una

concentracic’)n baja (esporas y/o conidios dispersos). Tres gotas de la
’ |
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suspenélon con esporas y/o conidios dispersos se sembraron y se distribuyeron
homoganeamente con un triangulo de vidrio en cajas de petri con medio PDA,
las cuales se incubaron a 25 + 2°C durante 24 a 36 h. Acto seguido los
creCImlentos miceliales (colonias) se separaron y se transfirieron a cajas con
PDA, de esta forma se obtuvieron los cultivos puros, monoconidiales y
monozo(osponcos (Morales, 1996).

f

Cada aislamiento se incrementé masivamente en cinco cajas con PDA. Este
procesoJ se realizd para cada uno de los hongos aisiados a excepcion de los
hongos ique no produjeron estructuras reproductivas, las cuales se purificaron
por el njretodo de punta de hifa. El método consiste en observar el crecimiento
bajo el i mICFOSCODIO estereoscopico para identificar una hifa, y asi transferirla a
una caja petri con medio de cultivo PDA, para incubarse g 25 + 2 °C, y asi
observa{r nuevamente el crecimiento micelial. Al ocurrir lo anterior, se realizé
una segunda purificacion por punta de hifa, finalmente, las muestras se
mcremeﬁtaron en medio de cultivo, y se incubaron a la temperatura antes
senalad#a para su incremento (Romero, 1993).

Una vezt obtenido el inéculo puro, se procedié a lo siguiente: para Fusarium sp.,
se sembraron circulos de 3 mm de diametro obtenidos con un saca bocados en
cajas d¢ Petri que contenian medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA): para
Aitemaﬁa sp., Sclerotinia sp., y Penicillium sp., el procedimiento utilizado fue el
mismo; para el hongo Pythium sp., se realizé un trabajo similar pero el medio de
cuitivo ytilizado fue jugo de tomate-agar; Rhizoctonia sp., se incrementd usando
como sustrato semillas de trigo esterilizadas en la olla de presion durante 15
min a una presién de 15 libras por pulgada cuadrada, y se repitio el
procedimiento con el mismo sustrato durante tres veces, se dejaron reposar por

24 horas entre cada puesta en el autoclave, a estas semillas se les indculo

micelio de este hongo a través de circulos de PDA mas hongo de 3 mm de
diametrq) y se |le agrego agua destilada estéril para facilitar su propagacion. Los
i
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hongos fsembrados en los medios de cultivo, y el indculo colocado sobre granos
de trigo|se colocaron durante 10 dias en la incubadora a 27 + 1 °C para facilitar

su crecimiento (Priyatmojo, ef al, 2001).

2.1.4. identificacion de los hongos aislados

Los organismos aislados se identificaron a nivel de genero con la ayuda de un

microscopio 6ptico por comparacion visual y con ia ayuda de claves

7 taanc’)lwﬁicas de Barnet y Hunter (1998), y Waterhouse (1968). La informacion

obtenida se corrobord con la literatura existente sobre dichos hongos en cuanto
a sintomatologia y caracteristicas que presentaron y se relacionaron con los

sintomags obtenidos en el punto 2.1.1.

2.2 Fage de invernadero (Postulados de Koch)

Posteriarmente se realizaron los postulados de Koch, los cuales se llevaron a
cabo eh un invernadero propiedad del Ing. Gregorio Sanchez donde se
realizar¢n los postulados, tres (el hongo que se desarrolle en un culivo puro se
debe ir{_ocular en plantas sanas de la misma variedad o especie en que
aparecic;? la enfermedad y debe inducir la misma enfermedad en las plantas
inoculadas) y cuatro (el hongo se debe reaislar una vez mas en un cultivo puro
Y Sus céracteristicas deben corresponder a las obtenidas en el postulado 2),
para cgda uno de los hongos aislados de los sintomas de enfermedades

analizadas. De este modo se verificé que los organismos aislados

efectivamente estan ocasionando los problemas detectados en invernadero.

- 2.21. Pfeparacién del inéculo

|
Después de incrementar el inéculo de cada uno de los hongos se realizo6 la
obtencf(%:n de los propégulos a utilizar en la inoculacién de los buibos, para lo
cual se %apiicé las metodologias siguientes:

|
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En cajaé petri con 20 mL™ de agua destilada esterilizada se colocaron 10 discos
de medio de cultivo que contenian micelio de Pythium sp. El material se incub6
a 31° C; por 24 horas, los discos de micelio se retransfirieron a cajas petri con
agua estéril nueva y se incubaron por 48 horas a 31° C, se desecho el agua de
las caja}s y se colocé agua estéril nueva se incubo a 31° C después de tres
horas iampezé la liberacion de zoosporas (Ramirez y Romero,1980).
Posteriqirmente se determind la concentracién de una solucidn madre de
zoosporfas por triplicado con la ayuda de un hemacitémetro, y se preparo una

concent}acién al 5x10* zoosporas * mL™" (Heungens, K., y Parke,J.L 2001).

Para Rhlzoctonia sp. se colocaron 3 discos de micelio (de 5 mm de diametro) y
100 mL| de agua destilada estérit en matraces de 500 mL, llenos con granos de
trigo esterlllzado por 20 min a 121° C (15 libtas por pulgadas cuadrada) por
tnphcadﬁ, posteriormente se incubaron durante 10 dias en oscuridad a 25° C,
luego sé revolvieron homogeneamente para obtener una colonizacién uniforme
de los g}ranos. Una vez que los matraces se colonizaron totalmente se procedio
a inocular dicho hongo al 2% (peso/peso) del grano de trigo colonizado por el
hongo ella‘l relacion al suelo (Priyatmojo, et al 2001).

|
Para el hongo Fusarium oxysporum el contenido de 10 cajas de PDA (cubiertas

totalme@te por el crecimiento del hongo), se le agrego agua destilada
esterilizafada y se trituré en una licuadora de uso domestico para luego aforar la
suspens%ién a un litro. Esta suspension se coloco en un tamiz para eliminar los
trozos Qrandes y el resto del liquido se past a través de una triple malla de
manta die cielo. Posteriormente se determind la concentracion de la solucion
madre FIe conidios con la ayuda de un hemacitometro, y se ajusto una
concentfacion a 3 x10° conidios » mL™" de F. oxysporum. (Montes, 1992).
| |

Para P%nfciﬂium sp., los conidios se obtuvieron a través de la sustraccion de
micelio fy conidios con la ayuda de una aguja de diseccién previamente

esterilizada, los conidios 'se colocaron en tubos de ensaye con agua destilada
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esterilizfada, y se ajustaron a una concentracion de 1x10° conidios » mL™" (Palou
et al, 2b01), auxiliandose con un hemacitémetro y microscopio 6ptico. Esta
metodoliogia se aplicd de manera similar para el hongo Alternaria sp.,
preparando el indculo a una concentracion de 1x10* conidios « mL™ (Egel and
Harmon|, 2001).
|

El inécujlo de Sclerotinia bulborum (esclerocios) se obtuvo de la maduracién del
micelio ﬁel hongo cultivado en PDA durante un mes, estos se cosecharon con
la ayudé de agujas de diseccion y se desinfectaron por inmersién en hipoclorito
de sodiq_L al 2% durante dos minutos (Ferguson and Shew, 2001).

2.2.2. Inoculacién de bulbos

Bulbos sanos de tulipan cultivar llle de France se desinfectaron por inmersién
en hipoclorito de sodio al 2% durante cinco minutos, posteriormente se les
hicieron dos heridas en forma de cruz en los costados de los bulbos, los cuales
se secaron a temperatura ambiente, y se inocularon de acuerdo a los

procedimientos enumerados en el Cuadro 2.

Cuadroi 2. Métodos de inoculacion utilizados en las pruebas de patogenicidad

de los thgos aislados e inoculados en tulipan en invernadero.

Tratami¢nto Método de inoculacion

Penicillium Inmersién de bulbos en una solucion de 1x10° conidios por mL
| (Palou et al, 2001)
Fusariun‘u oxysporum  Inmersion de bulbos en una solucién de 5x10° conidios por mL

Rhizocto’nia sp. inoculacién al suelo con micelio crecido sobre granos de trigo
al 2% (peso/peso).
Pythium !sp. Inmersion de buibos en una solucion de 5x10° zoosporas por
5 mL

Sclerotiffia bulborum  Inoculacién con 8 esclerocios por kg de suelo, previamente
: desinfectados con hipoclorito de sodio al 0.5% durante 1
minuto, (Ferguson and Shew, 2001).

Alternaria sp. Inmersion de bulbos en solucidn con 1x10* conidios por mL
durante 1 minuto (Egel and Harmon, 2001).

Todos los hongos [nmersion e inoculacion al suelo de todos los hongos
i combinados

Testigo absoluto Solo se desinfectaron los bulbos
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2.2.3. Establecimiento del experimento en invernadero.

En invernadero la plantacion de los bulbos se establecié en cajas de plastico de
50 cm oﬁé ancho por 75 cm de largo, estableciéndose 10 bulbos por caja (10 cm
de distaj!ncia entre hileras y 8 cm de distancia entre bulbos) correspondientes a
cada tra‘itam-iento. Los tulipanes se mantuvieron, hajo las condiciones de manejo
de los ai_g_ricultores de la zona, y en suelo previamente esterilizado con bromuro
de metilio.

224, Rj aislamiento de hongos

Una vez realizado el experimento en invernadero, de las partes de las plantas
inoculaias que mostraron sintomas de enfermedades en bulbos y/o raices, se

realizo

| reaislamiento de los hongos en medio de cultivo PDA (Postulado de
Koch IVi). Las cajas se incubaron a 25 + 2°C con luz blanca durante 72 horas.

Para es:iablecer el porcentaje de hongos reaislados en laboratorio, se colocaron
seccionés de los bulbos y porciones de raiz obtenidos de la prueba de
patogerJicidad en campo después de realizada la cosecha y se sembraron en
medio de cultivo PDA, se pusieron 10 muestras de raiz de cada hongo y 10 de
partes cﬂel bulbo, y posteriormente se hizo el conteo del numero de colonias
micelial%zs que correspondian con los hongos presentes en campo, por
observaq'cién al microscopio de las estructuras que cada aislamiento produjo, y

dicha v%riab!e se expreso en porcentaje (Cuadro 8).

L
b

2.2.4.2. !Nlediciones y observaciones en el experimento en invernadero.

Para coinocer el periodo de incubacién e incidencia de las enfermedades en el
experim:‘pnto se realizaron observaciones semanales en invernadero y asi
detectar] el momento en el que las plantas mostraron sintomas de algin
patc’agedo en especifico, ademas se realizé un conteo final revisando la cantidad
total deibulbos que mostraron sintomas visibles de cada hongo. Una vez que
las planltas llegaron a la floracién (punto de cosecha comercial), se extrajeron y
se realiiaron mediciones de altura de planta desde la superficie de! suelo hasta

la parte

mas alta de la flor de cada una de las plantas, y la longitud de la raiz,

|
i
i
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de cada]i una de las plantas, considerando el tamafio mostrado una vez extraido
del suelo.

2.2.5. Dkseﬁo experimental y variables evaluadas

En invéprnadero, en la prueba de patogenicidad se utilizd un Disefio
Completamente al Azar (DCA), considerando como unidad experimental a un
bulbo ihoculado de la variedad llle de France, con 10 repeticiones. La
informa¢i6n obtenida se sistematizo en hojas de calculo de Excel®, y
posterio}rmente se realizé un analisis de varianza y una prueba de medias de
Tukey & un a=0.05, para las variables altura de planta y longitud de raiz, del
experimiento en invernadero, con la ayuda de! programa de computo estadistico

SAS®.

Las variables consideradas segln el orden cronolégico fueron:
1. Garacterizacion de sintomas en invernadero, en la etapa de
muestreo.

2. La frecuencia de aislamiento de cada uno de los posibles hongos

patégenos obtenidos del muestrec en campo expresada en porcentaje
d1e acuerdo a su desarrollo en medio de cultivo en laboratorio.
3. It@lentificacién de hongos en laboratorio.
4. El periodo de incubacién de los hongos (tiempo en dias que
tfanscurre desde la inoculacién hasta la aparicion de los sintomas en

nvernadero.

5. La longitud de raiz, medida al momento de la cosecha y expresada en
c

entimetros, en invernadero.

6. La altura de planta a cosecha, medida al momento de la cosecha y
expresada en centimetros, en invernadero.
7. \la incidencia de la enfermedad, de acuerdo al nimero de bulbos que

mostraron sintomas visibles de los hongos causantes de enfermedades.
8. EI porcentaje de hongos patégenos reaislados en laboratorio en los
piostulados de Koch.

i
f
\
|
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Caracterizacion de sintomas de raiz y bulbo, e identificacion de

patégenos en laboratorio

3.1.1 Caracterizacion de sintomas

Los difeirentes sintomas que se encontraron asociados a los patdégenos fueron:
lesion goriacea, escaso desarrollo de raiz y achaparramiento de plantas, los
cuales *?se encontraron ligados con la frecuencia de aislamiento mayor a F.
oxysporum, en los cultivares Len Van Demark, llle de France, Maureen vy
Golden | Apeldoorm (Cuadros 1,2 y 3), estos sintomas coinciden con los
reportados por Bafién, et af (1993), para dicho hongo y por Baayen, et af
(2000), [para F. oxysporum f. sp. tulipae para Tulipa gesneriana en Holanda y

Alemania.
|
Estos siintomas también se encontraron asociados al hongo Penicillium sp.,
para Ios:j‘ mismos cultivares, aunque es importante mencionar que este patégeno
fue enc;bntrado en todos los cultivares con los diferentes sintomas, variando
L’micama}nte en su frecuencia de aislamiento; donde los porcentajes mas altos
fueron EJara los cultivares Golden Apeldoorm, Len Van Dematk y Avignon. El
sintoma mas representativo para este hongo fue la pudricion seca y coriacea de
bulbos Y ia aparicién de micelio blanco y verde en su superficie (Cuadros 1,2 y
3), o cual coincide con lo reportado por Moore (1979), ademas el mismo autor

consideto a este hongo como facilmente reconocible por la presencia del moho

verde eh la superficie de los bulbos.

Otro ho:hgo gue se encontré en los sintomas de pudricion seca de bulbos y
achapar?ramiento de plantas fue Rhizoctonia sp., el cual fue aislado aunque con
frecuencias menores (de 44, 33 y 4%, de los cultivares llle de France, Maureen
y Avignon respectivamente) (Cuadros1,2 y 3), cabe mencionar gque aun cuando

los sintémas no correspondieron con los reportados por Barion, et al (1993), el
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hongo $| fue encontrado en estos bulbos. Ademas de que Schneider, et al,
(1999), . sefialdé que los cultivares Len Van Demark y Apeldoorm son
susceptlbles a Rhizoctonia solani. Otro comentario importante es que Moore
(1979), indicé que R. tuliparum presenta esclerocios pequefios en el suelo y
bulbos, ademas que las plantas antes de morir se tornan de un color violaceo al

ser atacadas por el hongo.

El patégeno Pythium sp., se encontré asociado a los sintomas de escaso
desarrollo y pudricion de raiz, pudricién blanda de bulbos y micelio superficial

blanco, lo cual coincidié con lo mencionado por Moore (1979). La presencia de

este hongo en los bulbos del tulipan se presenté con una frecttencia mayor en

los cultivares llle de France y Maureen (Cuadro 3, 4y 1).

Sclerotinia bulborum, se asocio a los sintomas de pudricion humeda de follaje y
bulbos, 'y la presencia de esclerocios negros de 2 a 4 mm, y se encontrd
unicamente en bulbos y follaje de plantas del cuitivar Irene y con una frecuencia
de aislamiento del 100% (Cuadros 3 y 1). Los sintomas encontrados coinciden
con los mencionados por Moore (1979).

Se encpntré también al hongo Alternaria sp., asociado con los sintomas
achapairamiento de plantas, pudricion coriacea del bulbo y micelio blanco en el
cultivar Golden Apeldoorm, con una frecuencia de aislamiento del 40% (Cuadro

3), aungue ninguno de los autores consultados lo considera como un patdégeno

de la raliz o de bulbos, ni del tulipan ni de otras bulbosas (Bafion, et al, 1993:

Bent y Golombo, 2003, Moore, 1979; Lara, 1996).

3.1.2 Friecuencia de aislamiento

De las 45 plantas de tulipan con sintomas de amarillamiento, achaparramiento
de plantas, pudricién himeda y seca de bulbo y ralz, colectados en predios
floricolas de San Diego, Texcoco Edo. de México se aislaron los hongos

Rhizoct%)nia sp., Fusarium oxysporum y Pythium sp., Penicillium sp. vy
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Sclerotinia bulborum con frecuencias de aislamiento que fueron desde 100%
para log hongo F. oxysporum y Penicillium sp., del cultivar Len Van Demark,
hasta 4% para Rhizoctonia sp, cultivar Avignon (Cuadro 3). Los sintomas

especificos de donde se aislé cada hongo se reportan en Cuadro 3.

De las 15 muestras colectadas en San Pablo Ixayoc, Texcoco Edo. de México,
se aislaron los hongos siguientes: Penicillium sp. Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., y Altemaria sp. Las frecuencias de aislamiento

variaron desde 100% para Penicillium sp., hasta el 4% de Fusarium OXysporum,
en el qlultivar Golden Apeldoorm (Cuadro 4). Las frecuencias especificas
obtenidas de cada hongo por cultivar y localidad se indican en Cuadros 3 y 4.
Las frec{uencias totales de aislamiento de los hongos aislados en el laboratorio
se agrup}aaron contabilizando el total de los cultivares y se encontrd a Penicillium
sp., F. bxysporum, y Pythium.sp., como los mas frecuentes, y a los hongos
Rhizoch#)nia sp., Sclerotinia bulborum, y Alternaria sp., como los menos
frecuenies; las frecuencias promedio de los aislamientos se observan en el
Cuadro }5 lo anterior coincide con Bafién, et af (1993) y Moore (1979), quienes
conside;"aron como los patégenos mas importantes de la raiz y bulbo del tulipan
a Peni&iﬂium cyclopium y P. corymbiferum, F. oxysporum f. sp. tulipae, y
Pythiun’é ultimum.

|
31.3 Id#ntificacic’m de los patégenos en laboratorio.
Fusarium oxysporum mostré macroconidios de pared delgada y usualmente
tres septas, de forma curva a casi rectos, la célula apical corta y ligeramente
enganchada en algunos aislamientos (Figura 1c). Sus microconidios se
formaro}n normalmente en cabezuelas falsas o monofialides cortas en hifas; son
normalmente no septados, ovales elipticos o reniformes y algunos cultivos los

formaron en abundancia (Figura 1d). El crecimiento de su colonia fue micelio

blanco algodonoso, o con tonalidades ligeramente rosadas y/o amarillentas
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(Figura

1a), al crecer en medio de cultivo agua-agar se observo un crecimiento

de color transparente al principio y rojizo al final dichas caracteristicas coincide

conlad

escripcion de Burguess, ef a/ (1994) y Singleton et al (1992).

Rhizoctonia sp. se identifico al microscopio a través de la presencia de micelio

septadol, formando un angulo de 90 °, entre las ramificaciones primarias y
|

secundarias del micelio maduro (Figura 1f), lo que coincide con la descripcion

de Agri
formaro
mismo

anillos ¢

bs (1996) y Singleton ef al (1992), del mismo. Ademas sus colonias
h crecimientos de color blanco claro al principio y café claro al final, del
modo las colonias tuvieron un patron de crecimiento del micelio en

oncéntricos (Figura 1d).

Pythium  sp., presenté micelio cenocitico, colonias de color blanco,

algodonfosas, y de rapido crecimiento (Figura 1g), con esporangios terminales,

con tubps germinales, de donde germinan las zoosporas. En los extremos de

las hifasf cortas se produjeron tambien oogonios esféricos y anteridios en forma

de clavd, lo que coincidi6 con lo reportado por Waterhouse (1968) y Singleton

et al (1992), para dicho género (Figura 1i, 1j).

Penicilli
polvoso

conidiofi

um sp., desarrollé colonias de color verdoso y/o azulado, de aspecto
(Figura 2a). Mostré micelio septado que produjo conidios en

oros simples, ramificado en una o varias series a manera de pincel. Los

conidios fueron hialinos o de colores brillantes, unicelulares, globosos u ovoides

producidos en cadenas basipétalas, dichas caracteristicas coinciden con lo

sefialad

Sclerotiy
al princi
diametig
2d), tal ¢

o por Barnett y Hunter (1987) y Montes Belmont (1992).

ia bulborum formo un micelio blanco y velloso, con esclerocios, blancos
bio, pero después se ennegrecieron y endurecieron superficialmente, su
b fluctlio de 4 a 12 mm, mas aplanados y largos que esféricos (Figura
como lo indicaron Singleton et af (1992) y Moore (1979).

53




e

Aiternaﬁa sp., presentd conididforos oscuros, simples, cortos o elongados,
conidios{ oscuros, con septos longitudinales o transversales; de forma variada,
obclavaf::los a elipticos, ovoides, frecuentemente ictioformes, formados
acropet?lmente en cadenas largas con 3 a 4 septas (Figura 2f}, tal como lo

sefialaron Barnett y Hunter (1987).
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Figura 1. Caracteristicas culturales, morfologicas y sintomatologia inducida por Fusarium

oxyporum, Rhizoctonia sp., y Pythium sp. aislados del bulbo y raiz del tulipan (Tufipa sp.), en
Texcoco, Edo. de México, a.) colonia de Fusarium oxysporum, b.) sintomas de F. oxysporum,
micelio en bulbo y acaparamiento en planta, ¢1.) macroconidios de F. oxysporum, c2.)
microconidios de F. oxysporum, d.) colonia de Rhizoctonia sp.; e.) sintomas de
achaparramiento por Rhizoctonia sp. en planta, f.) micelio de Rhizoctonia sp.; g.) micelio
algodonoso de Pythium sp.; h.) Sintomas de Pythium sp., achaparramiento, escaso desarrollo
radicular y pudricién himeda en bulbos, i.) oosporas de Pythium sp.; j.) oogonio de Pythium sp.
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Figura 2. Caracteristicas culturales, morfolégicas y sintomatologia inducida por
los hongos aislados del bulbo y raiz del tulipan (Tulipa sp.), en Texcoco, Edo.
de Mexico, a.) colonia de Penicillium sp., b.) micelio y conidios de Penicillium
sp. dentro de las escamas de los bulbos, c.) Penicillium sp. creciendo sobre
bulbos, d.) colonia madura de Sclerotinia bulborum mostrando la formacién de
esclerocios, e.) pudricion himeda en follaje y bulbos, formacion de micelio y

esclerocios de S. bulborum en tallo y bulbos, f.) conidios de Alternaria sp.
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Cuadro 3. Frecuencia de aislamiento de hongos obtenidos de sintomas de

pudricion de del bulbo y raiz de tulipan (Tufipa sp.)", en San Diego, Texcoco

EDT. de México.

No. Cultivar Parte Sintoma *Pe *F *R *Py  *Sc
aislada
1  LenVan Bulbo Lesion coriadcea en bulbo 100% 100 - - -
Demark %
2 lenVan Ralz Lesién coridcea en bulbo y 4% 24% - - -
Demark achaparramiento de plantas
3 lede Bulbo Achaparramiento y escaso 36% 4% - - -
France desarrolio en raiz
4  |rene Bulbo Pudricién himeda color café en 25% 12% - - 100
bulbos, con manchas, pudricion %
homeda en follaje, presencia de
esclerocios oscuros y micelio
5  Avignon Bulbo Pudricién seca en bulbos, micelio 72% 32% 4% 10% -
verde superficial escaso desarrolio
enraiz
6 Banja Luka Bulbo Pudricion coridcea y cafe en 20%  20% - - -
bulbos, en offos pudricién hGmeda
7 Happy Bulbo Achaparramiento de plantas, 28% - - 8% -
Generation ligera pudricién en raiz
8 Golden Bulbe Pudricién de bulbos y ralz, plantas  100% - - - -
Apeldoorm clordticas, marchitez, aparicion de
brotes secundarios
9 Desconoci Bulbo Bulbos dafiados con micelio verde  70%  90% - - -

da

y blanco.

*Pe= Penicillium, *F=Fusarium, *R=Rhizoctonia, *Al= Alternaria, *Py=Pythium, *Sc= Sclerotinia bufborum.
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Cuadro 4. Frecuencia de aislamiento de hongos obtenidos de sintomas de

pudriciéh de del bulbo y raiz de tulipan (Tulipa spp.)’, en San Pablo Ixayoc,

Texcoco Edo. de México.

No. Cyltivar Parte Sintomas *Pe *F *R Py *Al
aislada
1 Maureen Bulbo Achaparramiento de 14% 51% 33% 22% -
“ plantas, pudricion
corlacea del bulba,
: micelio verda y blanco
2 Gdlden Bulbo Achaparramientode  100% 4% - - 40%
Apeldoorm plantas, pudricion
: coriacea del bulbo,
‘ micelic blanco
3 llle de France Bulbo Achaparramiento de 16% 16% 44% 368% -

plantas, pudricion
coriacea del bulbo,
_ pudricién himeda de
! butbos, micelio blanco

*Pe= Peﬂj?fciﬂium, *F=fusarium, *R=Rhizoctonia, *Al= Alternaria, *Py=Pythium.

Cuadro| 5. Frecuencia promedio de hongos aislados de sintomas de

pudriciones del bulbo y raiz en nueve variedades de tulipan (Tulipa sp.) en San

Diego y!San Pablo Ixayoc, Texcoco, Edo. De México.

Hongo aislado Frecuencia de aislamiento (%)
Penﬁcim’um sp. 43.92
F. oxysporum 28.13
Pythium sp. 20.26
Rhizbctonia tulipae 6.10
Scle}otinia bulborum 7.14
Alternaria sp. | 6.02
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3.2. Ex%erimento en invernadero

3.2.1. Periodo de incubacién

Debido .al nimero de bulbos utilizados y por considerar al primer bulbo con
sintomais para determinar el periodo de incubacion, no se realizaron pruebas de
medias ‘y solo se hicieron algunas comparaciones sin rigor estadistico. De este
modo se encontré que Penicillium sp. y la mezcla con todos los hongos
presentaron el periodo de incubacién mas corto el cual fue de ocho dias, el
sintomal encontrado fue la presencia de micelio blanquecino y la esporulacion
verdosa. El resto de los hongos evaluados (F. oxysporum, Pythium sp. y

Rhizoctonia sp,) presentaron sintomas a los diez dias de establecido el

experimento. Fusarium oxysporum ocasiond manchas de color cafesoso sobre
el bulboé y, Pythium sp., pudricidn café de aspecto hiimedo y Rhizoctonia sp
mancha&; café sobre el bulbo.Sclerotinia bulborum y Alternaria sp no indujeron
sintoma}s, (Cuadro 7).

3.2.2 Aljtura de plantas a la cosecha

Se obs!ervc'a que todos los tratamientos a excepcion de Alfternaria sp. y
Penicifliym sp., presentaron diferencias estadisticas con respecto al testigo
(0=0.05), siendo el testigo absoluto (sin inocular) el que presenté la mayor
altura de plantas a cosecha y F. oxysporum, el que presentaron la altura menor

a cosecha.

Esto caincidid con lo mencionado por Tlapal-Bolafios y Mendoza-Zamora

(2003), fquienes consideran a este patdgeno como uno de los mas importantes

en la horticultura y floricultura. Asi mismo Bafién, ef af (1993), también
consideiran al hongo como uno de los problemas mas importantes del tulipan,
ademésE mencionaron que uno de los sintomas mas notables que ocasiona F.
oxyspoﬂ;um, es el achaparramiento de plantas. Este tratamientos fue seguido de
Rhizoctbnia sp., Pythium sp., Sclerotinia bulborum, y el tratamiento con todos

los hongjos, de menor a mayor altura respectivamente (Cuadro 6, Figura 3).
|
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3.2.3 Léngitud de raiz a cosecha

Solo seif presentaron diferencias estadisticas (0=0.05), entre los tratamientos
testigo ?bso!uto (sin inocular) y el tratamiento 1 con F. oxysporum, siendo el
testigo %bsoluto el que mostro la longitud de raiz mayor y F. oxysporum el que
desarroilo la longitud de raiz menor. Estos dafios coinciden con los reportados
por Baﬁj()n, ef al (1993), quien menciond que uno de los sintomas del ataque de
F. oxys;&)orum al tulipan es el poco desarrollo radicular (Cuadro 6, y Figura 3).
Cabe niwncion-ar que aun cuando el resto de los hongos inoculados no
presentéron diferencias estadisticas significativa con respecto al testigo en
relaci()n%a la longitud de raiz en plantas de tulipan, las especies de cada uno de
los géneros evaluados a excepcién de Alfernaria sp., han sido reportados por
Rees (1092), como patdgenos del tulipan.

Cuadro} 6. Comportamiento de la altura de planta a cosecha y la longitud de
raiz con respecto a los hongos inoculados en tulipan (Tulipa sp.), cuI{ivar ltle de

France bajo invernadero, en San Diego, Texcoco, Edo. de México.

Tratamiento Variables

i Altura de planta (cm) Longitud de raiz (cm)
1 F' oxysporum 13.40 d 3.60b
2 Téstigo 28.70 a 6.20a
3 Rhizoctonia tulipae 18.40 dc 4.80 ab
4  Stlerotinia 19.40 bed 470 ab

biilborum

5  Alternaria sp. 26.60 ab 5.70 ab
6  Pythium sp. 18.75 de 5.20 ab
7 deos los hongos 19.70 bed 4.20 ab
8 Penicillium sp. 22.00 abo 5.00 ab

. DMms 7.473 25121

| 2 0.494285 0.192267

CcvV 26.19265 36.80256

?valores con la misma letra dentro de la misma columna son iguales estadisticamente
de acuerdo a Tukey (a<0.05).
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Figura & Altura de plantas a cosecha y longitud de raiz ocasionados por los diferentes

hongos inoculados en plantas de Tulipan (Tulipa sp), cultivar llle de France bajo
invernad?bro en San Diego, Texcoco, Edo. de México.
|

3.2.4 In%idencia de la enfermedad

Los hongos inoculados F. oxysporum, Rhizoctonia tulipae, Pythium sp.,
presentaron sintomas de enfermedad en el 50% de los casos y en la mayoria
de los bEu!bos enfermos los sintomas que se observaron fueron ligeros (Cuadro
7), estoise pudo deber a lo observado por Bafion et al, (1993), quien menciond
que el daﬁo mayor ocasionadas por hongos en tulipan, se observa en plantas

que prc)\f/ienen de bulbos ya enfermos desde antes de su plantacion.

Penicilﬁi:m sp. vy la mezcla con todos los hongos causaron el 100% de

enfermédad en las plantas inoculadas de tulipan, cultivar llle de France (Cuadro
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7), en gl caso de Penicillium sp. Otra posible causa es que este es un hongo

que puede ocasionar sus sintomas y dafios, e infectar rapidamente tanto en el

interior como en la superficie del bulbo (Figuras 2b y 2c) (Bafion et al, 1993;

Moore, 1979). En el caso de las mezcla con todos los hongos, la infeccion por

los difetentes hongos incrementaron probablemente la incidencia de sintomas

en los bulbos como se indica en el cuadro 7.

Sclerofinia butborum y Alfernaria sp.,

puediera deber a algin hongo (Cuadro 7).

no presentaron sintoma alguno que se

Cuadro 7. Sintomas, incidencia y periodo de incubacidn de los diferentes hongos

inoculadq:)s en bulbo y raiz de tulipan (Tufipa sp.), cultivar llle de France, en San Diego,

Texcoco| Edo. de México. Bajo invernadero.

Heongo Tislado Sintomas inducidos Periodo de Incidencia
! incubacién
Penfciﬁh@rm sp. Pudricién verde y blanca 8 dias 100%
F. oxysplorum Pudricibn  seca, achaparramiento de 10 dias 50%
plantas**, reduccion de tamario de raiz**
Rhizoctonia tulipae  Pudricién verde y blanca, achaparramiento 10 dias 50%
de plantas™*
Pythium|sp. Pudricidn blanda, achaparramiento de 10 dias 50%
plantas**
Aternaria sp. N.D.* N. D.* N.D.*
Sclemtin:ia butborum N.D.* N.D* N.D.*
Mezcla icon- todos Pudricidon seca 8 dias 100%
los honglos
Testigcj Manchas cafés N.D.*, ** 10%

*N.D.=Nd; disponible, **sintomas observados en la cosecha.

3.3 Reajslamiento de los hongos inoculados

F. oxysporum se reaislé de bulbos con sintomas de pudricion seca, reduccion

de tamafo de raiz y achaparramiento de plantas (Cuadros 7 y 8), por lo que se

considerd como patdgeno del tulipan, esto coincidid con lo observado por
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Moore (1979), Rees (1992), Bafion et af (1993), y por Baayen et af (2000),
quienesj incluso mencionaron a F. oxysporum f. sp. tulipae como el responsable

de la pu[dricic’)n coriacea o seca de bulbos de tulipan en Holanda y Alemania.

|
PeniciﬂiLm sp., se reaisld con una frecuencia de 100% y presento6 los mismos
sintoma[s observados originalmente (Cuadro 4 y 5). Esto coincide con lo
mencioﬂ\adopor Moore (1979), y por Bafién et al (1993) para este hongo,
donde |o reportaron como patdgeno del tulipan. Debido a lo anterior se
conside'ro a Penicillium sp., como patégeno del tulipan, bajo las condiciones del

experimento.

En el ca}so de Rhizoctonia sp., el hongo reaislado fue Penicilfium sp., con una
frecuenti:ia de aislamiento de 10%. Aqui cabe la posibilidad de que el hongo
Rhizoct; nia sp., aislado en la fase de muestreo, se encontrara como saprofito, y
no hayj sido el causante de los sintomas que se observaron, ya que Agrios
(19986) P/ Romero (1998), lo mencionan como habitante del suelo y como
patdgeno facultativo. Por lo que bajo las condiciones del experimento no se
considera un patégeno del tulipan, ya que no indujo los sintomas tipicos de
donde se aislo. La presencia de Penicillium sp., a que el bulbo de tulipan que
mostré llos sintomas estuviera infectado internamente (Moore, 1979), y la

desinfegcion que se hizo del material no lo desinfectara.

Para el hongo Scierofinia bufborum, en el reaislamiento no se obtuvo el mismo
organismo, de hecho no se observaron crecimientos de ningtin otro hongo, atn
cuando [Moore (1979) lo considera como un patégenc del tulipan y cuando los
sintomals que presentaron las plantas de las que se aislé originalmente, y las

caractefisticas morfologicas que presentd en medio de cultivo coinciden con las

reportados por el mismo autor (Cuadro 4, Figura 1e). En este caso existe la
posibilidad de que las condiciones de temperatura y humedad no hayan sido las
adecuad;ias para el desarrollo del patdégeno, otra cuestion importante que pudo

haber dcurrido es que los esclerocios requirieren mayor tiempo para poder
!
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|
madurair y germinar, como lo menciono Agrios (1996) para algunas especies del
genero iScIerotinia. Sin embargo, aun cuando en el experimento no fue
encontrédo como patdgeno, no se descarta la posibilidad de que ocasione

infeccion en condiciones ambientales favorables para su desarrollo.

El hongb Alternaria sp. tampoco se reaislo de los bulbos que fueron inoculados
(Cuadrqﬁ 8), y dado que varios autores como Agrios (1996) y Romero (1998), lo
conside!ran como un contaminante del medio, y por tanto no se consideré como
un patééeno de la pudricion de bulbo y raiz en tulipan (Tulipa sp.).

|
De los bulbos inoculados con Pythium sp., se aisld con una frecuencia de
aislamie%nto del 25% (Cuadro 8), lo cual coincide con lo reportado por Moore
(1979) y Rees (1992), que consideran a este hongo como el causante de la
pudrici('fn blanda de los bulbos del tulipan, por lo que bajo las condiciones del
experlmbnto se consideré como patégeno de la pudricién blanda de bulbo y raiz
del tullphn
De la mézcla inoculada con todos los hongos, sélo se reaislaron a los hongos F.
oxyspoﬁpm y Penicillium sp., por lo que se comprobd su accién como patégenos
del tulipan. El hongo Pythium sp., no se encontrd en el reaislamiento obtenido
(Cuadrg 8).

En el céso del testigo sin inocular se obtuvo Penicillium sp, con frecuencia del

40% (Cuadro 8). En el caso de Penicillium sp., caben 2 dos posibilidades, la

primera%es que se haya presentado contaminacion del tratamiento con el mismo
hongo, q;:iada su alta capacidad reproductiva y la segunda es que se encontrara
en los bulbos aparentemente sanos en las escamas interiores sin mostrar
smtoma}s sin embargo al no ser inoculado en este tratamlento en este caso no

cumple bl postulado {(Agrios, 1996).

|
|
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Cuadro .8 Hongos reaislados en laboratorio, provenientes de bulbos y raices de
tulipan i&oculados con diferentes hongos de la prueba de patogenicidad realizada en

campo. |

Tratamignto Hongo inoculado en campo Frecuencias obtenidas y hongos
|

| reaislado
1 i F. oxysporum 40% F. oxysporum 1
2 Testigo sin inocular 40% Penicillium sp.
3 } Rhizoctonia sp. 10% Penicilfium sp.
4 ‘ F. oxysporum 2 100% F. oxysporum 2
5 | Sclerotinia bulborum 0%
6 Alternaria sp. 0%
7 Pythium sp. 25% Pythium sp.
8 Mezcla con todos los hongos 80 % F. oxysporum 2, 20% Penicillium sp.
9 Penicillium sp. 100 % Penicillium sp.
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4, CONCLUSIONES.

1. Se d%terminé a: Penicillium sp., como el causante de la pudriciéon verdosa en

bulbos

, IFusarium oxysporum causante de la pudricién coriacea y Pythium sp.

como el causante de la pudricidbn hiimeda, todos en bulbo y raiz del tulipan

(Tulipa

5sp.) con porcentajes de incidencias del 100%, 50%, y 50%

respectivamente.

2. El hohgo que ocasiono la altura menor (13.2 em.) y la longitud menor de las

raices

(8.6 cm) en las plantas de tulipan fue F. oxysporum.

4. Penicillium sp., indujo el periodo de incubacibn mas corto, causando

sintom

aF. en ocho dias.

5. Penidillium sp., y la mezcla de todos los hongos ocasionaron la incidencia del
|

moho afpul mas alta (100%) en el invernadero.

6. En

la variedad llle de France se encontraron como patdgenos del tulipan

(Tulipa fSp,), en San Diego, Texcoco, México y bajo invernadero a: Penicilfium

sp., F.

oxysporum, y Pythium sp., causando los sintomas siguientes:

F#eniciﬂium sp., ocasiond los sintomas de pudricion seca de bulbos, mas
la aparicion de micelio blanco al principio y azulosa al final en la
superficie de los bulbos.

' Ff oxysporum, indujo los sintomas de achaparramiento de plantas, poco

desarrollo de raiz, y pudricién seca o coridcea de bulbos.

Rythium sp., desarrollo los sintomas de pudricion himeda de bulbos,
pu'dricién humeda de raiz, muerte de plantas y achaparramiento de

lantas.

=
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CAPITULO Il

EiALUACI(')N DEL PAQUETE DE MANEJO INTEGRADO DE LAS

ENFERMEDADES DE RAIZ Y BULBO DEL TULIPAN (Tulipa gesneriana)

EN INVERNADERO (MIET).

} RESUMEN
|

Bulbbs sanos de tulipan se inocularon con los patogenos Fusarium
oxyﬂborum, Pythium sp., Sclerotinia bulborum y Peniciflium en laboratorio.
Estois bulbos inoculados se trataron con diferentes medios de control
quin‘iico (azoxystrobin, prochloraz, propamocarb y una mezcla de
quin?oceno mas thiram); biocontroladores (Trichoderma virens y Bacillus
subt{ﬂis); y enmiendas al sustrato (residuos de brécoli y paja de avena) y
meztlas de los anteriores, para evaluar sus efectos contra los patdgenos
inocuijlados. El disefio experimental en invernadero fue un disefio en bloques
al aziar, donde se consideré un bulbo de Tulipa gesneriana cv. llle de France
comé) unidad experimental, teniendo 12 repeticiones. Las variables
conggideradas fueron altura de planta, longitud de raiz e incidencia de las
enfeirmedades. Como conclusion del experimento ninguna de las estrategias
de r{ﬁanejo mostrd diferencias significativas entre ellas ni con respecto al
testigo inoculado de cada uno de los patégenos y sin tratamientos de

manejo.
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INTEGRATED ROOT AND BULB TULIP (Tulipa gesneriana) DISEASE
o MANAGEMENT IN GREENHOUSE.
ABSTRACT

Healéfthy tulip bulbs were inoculated with Fusarium oxysporum, Pythium sp.,
Sc!e}otinia bulborum and Penicilfium in laboratory. This inoculated bulbs
werq treated in different managament ways such as chemical control
(azo%ystrobin, prochloraz, propamocarb and quintoceno plus thiram
com%rcial mixture) ; biocontrolers (Trichoderma virens y Bacillus subtillis),
and IF;oil amendment (broccoli debris and oat crop debris), and some mixture
with ?their selves to test their effects against inoculated pathogens. Research
was gconducted oh a complete randomized blocks (DBA in Spanish), where
we ﬁad considered one tulip (Tulipa gesneriana cv. llle de France) bulb as
expérimental unit, with 12 repetitions. Evaluated variables were plant height,
root ilength and disease incidence. Considering results of these evaluations
anyo!ne of management strategies have showed statically differénces among
them selves nor inoculated treatment with each one of pathogens and no

management treatment.
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| 1. INTRODUCCION.

El M!IP es en la actualidad el enfogue técnico mas aceptado para reducir el
uso indiscriminado de plaguicidas en el manejo de plagas, enfermedades vy
mal«%zas de los cultivos agricolas. Esta estrategia tiene entre sus objetivos
reduFir el dafio que ocasionan las plagas, disminuir los costos de proteccion
de los cultivos y evitar los efectos colaterales indeseables causados por los
p!aguicidas (resurgimiento de las plagas y enfermedades, aparicion de otras
nuevas, resistencia a los plaguicidas y residuos de los plaguicidas)
(Cisneros , ef al,, 1995).

Parg cumplir con sus objetivos y, como lo indican las multiples definiciones
exis Ientes, los programas de MIP deben recurrir a las tacticas disponibles
para| el combate de organismos no deseados, procurando mantener las
poblaciones de estos por debajo de los niveles que ocasionen darfio
econdmico, buscando ocasionar el perjuicic minimo sobre el medio

ambiente y la salud humana (Andrews y Quezada, 1989; Hilje, 1994).

Son muchos los métodos de combate, formados por un nimero variable de
téctiésas; gue pueden ser empleados en un programa de MIP. Estos incluyen
desc{e la utilizacion de medidas legales, como la erradicacion y las
cuaréntenas, hasta la manipulacion de los cultivos, las plagas y sus
enemigos naturales (Andrews, 1989). Ademas de los metodos legales, en el
MIP se incluyen el uso de enemigos naturales (combate bioldgico), el uso de
cultivares resistentes o tolerantes a enfermedades e insectos, una serie
amplia de practicas agricolas, y el uso de los combates mecanicos, fisicos,

autopgidas y quimicos.

En ésta investigacion dada la carencia de informacion generada en el
México sobre el tema (Lara, 1996), se propuso evaluar diferentes tacticas de
|

contTol para el manejo de enfermedades del tulipan que atacan a la raiz, y al

bulbb, evaluando fungicidas, biocontroladores y uso de residuos de otros



S

cultivos que se han reportado como controladores eficientes de algunas de

las

enfermedades encontradas, pero en ofros culiivos (Larson, 1988;

Hamf’]an, 2000).

En base a lo anterior, se realizd la presente investigacion con el objetivo

siguiente:

3. Hroponer y evaluar un paquete de Manejo Integrado para el manejo de

las enfermedades de la raiz y bulbo del tulipan en Texcoco, México.
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{ 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Lociglizacién.

|
El presénte experimento se realizoé dentro de uno de los invernaderos propiedad
del Ingl Gregorio Sanchez, en la localidad de San Diego, Texcoco, Edo. de
México. |Ub|cado a una altura aproximada de 2260 msnm. La temperatura media
observa}da en el invernadero, verificada diariamente con termémetro de maximas
y minimps fue de 16.5 °C (minima 4°C, méaxima 29 °C).

2.2 Preﬁaracién del material vegetal

Se utilizaron bulbos de tulipan del cultivar llle de France, seleccionados por su
sanidad| estos bulbos se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 2% durante dos
minutos. Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente y a cada bulbo
se le |realizd dos incisiones en forma de cruz en su superficie de

aproximadamente 2 mm de profundidad en caras opuestas con la ayuda de una

navaja desinfectada con alcohol y calor.

2.3. Ichulacién de los hongos fitopatégenos

|
Las inotulaciones (1 bulbo por tratamiento con 12 repeticiones), se realizaron a
los bulbios previamente desinfectados, con los métodos descritos en el Cuadro 1.
En total se inocularon 144 bulbos con los patbégenos Penicillium sp., Fusarium
oxysporum, Pythium sp., Sclerotinia bulborum 'y su combinaciéon (Cuadro 1).
Posterigrmente se separaron por patégeno en bolsas de polietileno (12 bulbos de

tulipan), y se dejaron reposar durante 24 horas.
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Cuadro| 1. Hongos y tipos de inoculacion usados para la infeccion de bulbos de

tulipan (Tulipa sp.) var. lle de France.

Patégeno inoculado Método utilizado

Penicmiym Inmersién de bulbos en una solucién de 1x10 © conidios
por mL (Palou et a/, 2001), durante media hora.
Fusariuni’n oxysporum  Inmersion de bulbos en una solucién de 5x10 ® conidios

! por mL, durante media hora.
Pythiumf sp. Inmersion de bulbos en una solucién de 5x10 °
zoosporas por mL, durante media hora.
Sclerotinia bulbdrum Inoculacion con 8 esclerocios por kg de suelo (en el
sustrato en el invernadero), previamente desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 0.5% durante 1 minuto,
(Ferguson and Shew, 2001).

Todos los hongos Inmersion e inoculacién al suelo de todos los hongos

combinados a las concentraciones arriba indicadas

I

|
2.4 Apli!k:acién de los tratamientos
Los trat;amientos de manejo se aplicaron al momento de la siembra, los bulbos
de tulipi’n se inocularon 24 h antes con los hongos correspondientes a cada
tratamignto, los tratamientos de control evaluados se indican en el Cuadro 3 y

los métodos de aplicacion se explican a continuacion en el cuadro 2.




Cuadroiz. Métodos de aplicacion para los tratamientos de control evaluados en

contra c’e Penicillium sp., F. oxysporum, S. bulborum'y Pythium sp, en bulbos

de tulipén (Tufipa sp.) var. llle de France.
l

No.
Trat*

Métodos de aplicacién

i 1.

&

10

12

. Primero se aplicd Trichoderma virens para el biccontrolador Trichoderma virens se
 disolvieron 200 mL de la formulacién comercial T-22 por L de agua; para el
' biocontrolador Baciffius subtillis se disolvieron 2 g de i.a. por L de agua.
En estas soluciones se colocaron los bulbos desinfestados y previamente
inoculados, durante media hora y posteriormente se plantaron en el sustrato donde
previamente se habia aplicado el tratamiento cotrespondiente a los residuos de
brécoli en fresco aplicados en una relacion 2% peso/peso (brocoli/suelo/ maceta). La
cobertura de paja de avena con 5 cm de espesor fue puesta inmediatamente
después de la plantacion.
' Primeramente se realizo la preparacion de la solucion con 1 g de azoxystrobin por
 fitro de agua, de la mezcla comercial de quintocenotthiram se aplicaron 021 g de
cada i.a. disueltos en un litro de agua; de procloraz se diluyeron 2.5 mL deia. porlL
| de agua; de propamocarb-HCl;se aplicaron 1.44 g por L de agua. Los 12 bulbos
. correspondientes a este tratamiento se sumergieron en 2 L de esta solucion durante
| media hora.
' Posteriormente se ptantaron en el sustrato donde previamente se habia aplicado el
tratamiento correspondiente a los residuos de brocoli en fresco aplicados en una
{ relacién 2% pesolpeso (brécolilsuelo/ maceta). La. cobertura de paja de avena con 5
 cm de espesor fue puesta inmediatamente después de la plantacion.
' Primeramente se realizo la preparacion de la mezcla con 1 g de azoxystrobin por litro
| de agua, de la mezcla comercial de quintoceno+thiram se aplicaron 0.21 g de cada
li.a. disueltos en un litro de agua; de procloraz se diluyeron 2.5 mL de i.a. por L de
agua; de propamocarb-HCl;se aplicaron 1.44 g por L de agua. Los 12 bulbos
correspondientes a este tratamiento se sumergieron en 2 L de esta solucion durante
media hora.
Bulbos desinfectados con hipoclorito y previamente inoculados fueron sembrados en
el sustrato desinfectado y una cobertura de paja de avena con 5 cm de espesor fue
colocada encima de los bulbos.
Se tomaron bulbos desinfectados con hipoclorito y previamente inoculados, estos
fueron sembrados en el sustrato desinfectado y previamente preparado con el
| tratamiento correspondiente con residuos de brocoli en fresco aplicado en una
 relacion 2% peso/peso de (brocoli/suelo por maceta).
. Bulbos desinfestados y previamente inoculados fueron sumergidos durante media
Ihora en una suspension con 2 g de lLa. por L. de agua de Bacillus sublillis y
: posteriormente sembrades en el sustrato.
Bulbos desinfestados y previamente inoculados fueron sumergidos durante media
| hora en una suspension de 200 gr por 1L de agua con conidios de Trichoderma
virens para el biocontrolador Trichoderma virens se disolvieron 200 mL de la
| formulacién comercial T-22 por L de agua.
iLos bulbos desinfestados y previamente inoculados fueron sumergidos en una
| solucién de 1.44 g por L de agua de propamocarb-HCl durante media hora ¥y
| posterlormente se sembraron en el sustrato.
Los bulbos desinfestados y previamente inoculados fueron sumergidos en una
lemulsic’m de procloraz con 2.5 mlL de ia. por L de agua durante media hora y
' posteriormente sembrados en el sustrato,
Los bulbos desinfestados y previamente inoculados fueron sumergidos en una
solucion de 1 g de azoxystrobin por litro de agua durante media hora y
posteriormente sembrados en el sustrato.
| Bulbos Gnicamente desinfectados con hipoclorito y previamente inoculados fueron
| sembrados en el sustrato desinfectado

*=NUmero de tratamiento
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Cuadroi 3. Tratamientos de manejo evaluados contra Penicillium sp., F.

oxysporum, S. bulborum y Pythium sp, en bulbos de tulipan (Tufipa sp.) var. llle

de France.
I
Patdgeno inctulado Método utlizade |dentificacion. Tratamionto
Penicilfum | Inmarsién de bulbos en una sclucion de T Control organico {T4+Ta+TB+77)
1x10 & conidios por mL (Palou et al, T2 Control orgénico + fungicidas ( T8,T9,T10y T11)
‘ 2001}, durante media hora, T3 Tados los fungicidas (inmersién 30 min)
: T4 Paja de avena o cebada incorporada al sustrato
T5 Residuos de brécall incorporados al sustrato
T6 Bacillus sublifiis (BioRaiz)
T7 Trichoderma (722)
8 prepamocarb-HCI , {inmersion 30 min, 24 h después de la inoculacién}
T9 procloraz CGE (inmersidn 30 min)
T10 quintoceno 30% + thiram 30% PH (inmersidn 30 min)
: T azoxystrobin 50% GS(inmersién 30 min)
: T12  Testigo absoluto
F. oxysporum Inmersién de bulbos en una solucion de T Confrol arganico (TA+TS+TE+T7)
5x10 3 conidios por mL, durante media T2 Control organico + fungicidas ( T8,T9,T10y T11)
hora, T3 Todos los fungioidas (inmersidn 30 min)
T4 Paja de avena o cebada incorporada al sustrato
! TS Residuos ds brécoli incorparados al sustrato
! T8 Baclllus subfillis {BioRaiz)
: T7 Trichaderma (722)
T8 propamocarb-HCI , {inmersién 30 min, 24 h después de la Inoculacion)
T9 procloraz GE (inmersidn 30 min)
T10 quintocana 30%  thiram 30% FH (inmersidon 30 min)
TN azoxystrobin £50% GS{inmersién 30 min)
T12 Testigo absoluto
Pythium Inmersion de hulbos en una solucion de T Control ergénico (T4+T5+T6+T7)
5x10 3 zoosporas por mL, durante media T2 Control crganica + fungicidas { T8,T9,T10y T11)
hora. T3 Tedos los fungicidas (Inmersién 30 min}
T4 Faja de avena o cebada incorporada al sustrato
T8 Residuos de brécoli incorporados al sustrato
6 Bacillus subtillls (BloRalz)
T7 Trlchoderma (T22}
T8 propamocarb-HCI , (inmersién 30 min, 24 h después de la Inoculacion)
T9 procloraz CE {inmersién 30 min)
10 guintocenc 30% + thiram 30% PH {inmersidon 30 min)
T4 azoxysirobin 50% GS({inmersion 30 min)
Ti2 Testigo absoluto
5. bulbortm | noculacién con 8 esclerccios por kg de T Control orgénico (T4+T5+TE+T7)
suelo (en el susfrato,en e invernaderc), T2 Control orgdnico + fungicidas { T8, T, T10y T11)
previamente desinfectadas son hipoclotito T3 Todos {os fungicidas {nmarslén 30 min)
de sadio al 0.5% durante 1 minuto, T4 Paja de avena ¢ cebada incorporada ai sustrato
{Ferguson and Shaw, 2001). TS Residuos de brocoli incorporados al sustrato
T6 Bacillus sublilis (BloRaiz}
T? Trichoderme (T22)
T8 propamocarb-HGI , (inmersién 30 min, 24 h después de la inoculacion)
T9 procloraz CE (inmersién 30 min}
T10 guinfoceno 30% + thiram 30% PH (inmersion 30 min)
T11 azoxystrobin 50% GS(Inmersion 30 min)
T12 Testigo absoluto

2.5 Establecimiento del experimento en invernadero.

Una vez realizada la inoculacién de los patégenos y la aplicacion de los

tratamientos de control, se estableci6 el experimento el dia 3 de enero de 2005,

colocantlo los bulbos de tulipan en una mezcla de suelo y tezontle previamente
esterilizado con bromuro de metilo colocada dentro de cajas de plastico de 25 cm
de larga por 50 cm de ancho, con una profundidad de la mezcla de 20 cm. Se

colocargn doce bulbos por caja.
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Las plaptas de tulipan fueron regadas 3 veces por semana asegurandose de
mantener la humedad adecuada del cultivo. Esta fase de invernadero culminé el
15 de fébrero del mismo afio con la extraccion y cosecha de los mismos.
26 Diséﬁo experimental
Se utilizb un disefio en blogues al azar (DBA) con 12 repeticiones por tratamiento,
la uniddd experimental estuvo constituida por una planta de tulipan proveniente
de bulb%as del cultivar llle de France.

!
2.7 An%lisis estadistico _
Para dé:terminar cuales de las medidas de manejo fueron las mejores en
controla‘r a los patégenos Fusarium oxysporum, Pythium sp, Sclerotinia
bulboruin, y Penicillium sp. inoculados en los bulbos de tulipan cultivar llle de
France %se realizo un analisis de varianza y una comparacion de medias de
Tukey i(P<_ 0.05), para las variables evaluadas, utilizando el paquete
estadist)co SAS (Statical Analisis System) for Windows v8.12. Ademas se
determiigwé la eficiencia de los tratamientos con la ayuda de la variable incidencia
y con lajformula de Abbott(1925).

2.8 Variables evaluadas.

Se evaluaron en cada tratamiento las variables siguientes:

Altura tj:le planta. Se llevé acabo con una cinta métrica al momento de la
coseché. La variable se expresé en cm.

Longituid de raiz. Se llevé acabo con una cinta métrica al momento de la
cosecha%, midiendo de cada planta la raiz mas larga y la mas corta y
promedi:ando. La variable se expresé en cm.

Incidencia de la enfermedad. Se consideré como el niimero de plantas que
mostraron sintomas de cada una de las enfermedades con respecto al numero
de plantas totales muestreadas. Dicha variable se midi6 semanalmente, hasta
la cosegha de las plantas y se reporto en porcentaje
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| 3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Resiultados de todos los patdgenos en conhjunto con respecto a los

tratamij?ntos de control.
\

3.11 Alﬁura de planta
\

1 : - .
Los datos de la variable altura fueron similares estadisticamente entre los 12
|
tratamientos evaluados, ya que no se aprecian diferencias significativas
(Cuadrq 4), sin embargo, los tratamientos que mostraron una altura mayor

fueron Iﬁs bulbos tratados con Azoxystrobin- con 45.21 cm, todos los fungicidas

con 44.53 cm y el manejo organico con 44.28 cm. Este comportamiento quizas

se pudd deber a que las condiciones ambientales (luz, temperatura y riego) no
fueron c#ptimas para el desarrollo de los patogenos (Bashan ef al, 1996), sin
embarg¢ la altura de planta mayor numéricamente se pudo deber a una
sanidad original mejor de los bulbos usados en estos tratamientos, lo cual se

pudo ve‘r reflejado en esta variable

|
3.1.2 Longitud de raiz

El anéli%is de varianza para la variable longitud de raiz de las plantas con los
diferentés tratamientos de control tampoco mostré diferencia estadistica
signiﬁca{tiva entre los tratamientos, con respecto a todos los hongos (Cuadro
4), Una} posible explicacion es que el manejo que se les dio en campo no
permitid el establecimiento y desarrollo de los patdégenos, al existir una muy
buena ‘ireacién y ocasionada por el tipo de sustrato utilizado para el desarrolio
de la pljanta y el tipo de caja que tuvo a este sustrato. Otra posibilidad es que el
tiempo hue tuvieron los patdgenos para establecerse fue insuficiente, ya que
Moore (;1979) menciond que la mayoria de los patdégenos que entran al bulbo

del tulipan muestran sintomas al afio siguiente de su entrada al bulbo.




L e

La media de los de testigos enfermos no mostrd diferencias estadisticas
significgtivas con €l resto de los tratamientos, e inclusive muestra el segundo
mayor desarrollo en la longitud de rafz con 6.81 c¢m, esto también se pudo

deber a|que las condiciones para que el patdgeno se desarrollara en las plantas

del tulipén no fueron las adecuadas (Bashan ef al, 1996).

3.1.3. Idcidencia de las enfermedades.

- '
Los datps de la variable incidencia de la enfermedad, evaluada a través de la
presencia de sintomas, no fue sometido al analisis de varianza ni prueba de
medias,| debido a que no se presentaron los sintomas de las enfermedades en

ninguna de las plantas muestreadas (ni el testigo inoculado y el sin manejo),

"esto se jpudo deber a que las condiciones en cuanto a humedad y temperatura

no fueron las adecuadas para desarrollar los patégenos (Baron , et al., 1993).

81




Cuadr
(Tulipa
tratami

0 4 Andlisis de las variables altura de planté y longitud de raiz, en Tulipan
sp.) var. llle de France, evaluando al conjunto de patégenos con respecto a los

entos de control.

;Tratamiento

Vafiables

Altura de planta (cm)

Longitud de raiz (cm.]

Mo

Control organico

ontrol organico +
ungicidas .

odos los
ungicidas

aja de avena o
¢ebada
incorporada
Residuos de
brécoli
incorporados

)ﬁacﬁlus subfiflis
Trichoderma virens
@ropamocarb

rocloraz
uintoceno 30% +
hiram 30%

zoxystrobin 50%
?’estigos enfermos
|
|

DMS

r2

CvV

44 287a
43.675a

44 537a

43.822a

42.730a

43.157a
43.798a
43.675a
43.993a
43.113a

45 215a
43.260a

4.7932
0.111245
5.594021

5.7717a
6.0550a

6.6250a

6.2250a

5.7817a

6.6750a
6.9467a
6.5167a
6.8483a
7.2533a

6.4733a
6.8150a

1.7872
0.221262
14.00850
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3.2 Re$:ultados individuales los patégenos inoculados con respecto al
total del tratamientos de control.

Del mis}no modo se evaluaron las variables altura de planta y longitud de raiz
para ca{da uno de los hongos, y una comparacién entre todos los hongos

(Cuadrd 5).

3.21 A|fura de planta.

En cuahto a la variable altura observamos aqui diferencias estadisticas
significativas entre varios de los patdgenos inoculados, se observaron a los

tratamientos inoculados con Fusarium oxysporum con la mayor altura de planta

de con 45.88 cm y a Sclerotinia bulborum con 42.24 cm con la menor altura

(Cuadrg 5). Sin embargo el tratamiento testigo con los hongos inoculados y sin
ningtin ¢ontrol no presentd diferencia estadistica significativa con respecto a F.
oxysporum, por lo que se infirié que no hubo efecto alguno de los patégenos
inoculados. Esto pudo deberse a que las condiciones en cuanto a humedad y
temperatura no fueron las adecuadas para desarrollar los patdgenos (Bafion, ef

al., 1993).

3.2.2 Langitud de raiz.

Al anali;tarse la variable longitud de raiz comparando entre hongos inoculados,
se observé diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes
patégenos inoculados con respecto al testigo' enfermo, considerando todos sus
tratamientos sin embargo y de manera contradictoria el testigo enfermo
presentp la longitud de raiz mayor con 7.63 cm (Cuadro 5). De igual modo lo
anterior! pudo deberse a que las condiciones en cuanto a humedad vy
tempergtura no fueron las adecuadas para desarrollar los patégenos (Bafion, ef
al., 199B), y a que el tiempo entre inoculacion y control fue demasiado corto
(Moore,|1979).
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Cuadro 5. comportamiento de las variables altura de planta y longitud de raiz,
en Tulipan (Tulipa sp), cultivar llle de France, con respecto a cada uno de los
hongos inoculados, considerando todos los tratamientos de control.

Tratamiento [nhoculado Variables
Altura de planta (cm) Longitud de raiz (cm.)
1 Fusarium 45.8825a 6.3958hb
oxysporum
2 Ryl‘hium sp 44.8725ab 6.4942b
Sclerotinia 42.240cd 6.2350b
bulborum
5 Testigo enfermo, 44.00abc 7.6300a
todos hongos :
DMS 2.282 0.961
r (.40526 0.405260
Cv . 4.36315 4.363153

33 Re#.ultados individuales de cada patégeno- con respecto a los
tratami%ntos de control

3.3.1 Fdsarium oxysporum

3311 AF\ltura de planta

En la evaluacion de la variable aliura de planta, para el patdgeno F.
oxysporum, con respecto a los tratamientos aplicados, evaluados con la prueba
de medi‘as de Tukey, con una confiabilidad de 95%, no se observaron diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos (Cuadros 8). Existen varias
causas iposibles para este resultado, la primera es que el manejo en cajas
puestasé por encima de la superficie del suelo favorecieron un buen desarrollo
de las r%iices del Tulipan ( Tulipa sp), al permitir una mejor infiltracion del agua y
al favor%ecer la aireacidén de las mismas. Lo gue permitié un buen desarrollo de

plantas FBaﬁén ef al, 1993; Bent y Colombo, 2003).

La segl{nda posibilidad es que los patdgenos no hayan podido infectar a los

bulbos ihoculados, por haberse aplicado un método de inoculacion inapropiado;
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otra explicacién nos la da Moore (1979), que menciona que para que los
patéger{os inoculados o infectados con patdgenos tales como Fusarium
oxyspoﬁym, es necesario que el patdgeno permanezca dentro de la planta

duranteiun afio de vida del Tulipan y mostrara sintomas hasta el ciclo siguiente.
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Cuadro| 6. Comportamiento de las variables altura de planta y longitud de raiz
de plantas de Tulipan (Tufipa sp), cultivar llle de France, tratadas con productos

biologicos, fungicidas y enmiendas organicas e inoculadas con Fusarium

oxysporum.

VARIABLE
TRATAMIENTO Altura Longitud de raiz
T1 dpntrol organico )T4-T7 47.5 a* 6.9a
T2 dontrol organico + fungicidas 455a 65a
(T4+T5+T8 aT11)
T3  Todos los fungicidas 47.5a 6.9a
(inmersién 30 min) (T8 a
T11)
T4  Paja de avena o cebada 48.7a 72a
incorporada al sustrato
T5 esiduos de brocoli 42.5a 6.5a
incorporados al sustrato
T6 47.0a 73a
Bacillus subfiflis (BioRaiz)
T7 1 44.0a 57a
Trichoderma virens
T8 EH Fopamocarb (inmersién 30 46.7a 7.1a
in)
T9 procloraz CE (inmersién 30 43.7a 52a
fin}
T10 qlintoceno 30% + thiram 44.4a 59%a
30% PH(inmersion 30 min)
T11  agzoxystrobin 50% (inmersién 46.6a 55a
30 min) :
T12 45.9a 6.1a
Testigo enfermo
8.09 2.68
DMS
0.100 0.14
r2
5 12.98 30.86
; CcV
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3.3.1.2-Longitud de raiz

En cuaipto a esta variable. no se observaron diferencias estadisticas con
respecto al testigo inoculado, sin embargo numéricamente el tratamiento con
Bacilliug subtiflis presenté el mejor desarrollo de raiz con 7.3 cm (Cuadro 6), lo
cual cqmcide con lo mencionado por Pusey y Wilson (1984), quienes
observa[ron que esta bacteria ademas de controlar a F. oxysporum, promueve
el desarrollo de las raices de las plantas.

En el Icaso del tratamiento con Trichoderma harzianum, se observd
numérici!amente uno de los peores desarrollos de raiz con 5.7 cm, situacion
contraria a la mencionada por Harman (2000), quien reporta a este
biocontrblador como un excelente promotor del desarrolio de raices, esta
diferencha se pudo deber a que el producto no tuviera la viabilidad correcta, ya
que su mayor capacidad infectiva es durante los primeros 40 dias despues de

formula¢glo (Harman, 2000).
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3.3.2 Penicillium sp.

3.3.21 #\ltura de planta

En est. caso no se presentaron diferencia estadisticas de los diferentes
tratamientos evaluados con respecto al testigo enfermo (Guadro 7). Varios
autoresimencionan a este hongo como uno de los principales patégenos de
aimacérli y sin embargo estos autores también mencionan gque €s un patégeno
que requiere para su establecimiento de temperaturas célidas y exceso de
humeddd ocasionado por una aireacién deficiente (Larson, 1988; Lara, 1996),
condicignes que nho se presentaron durante el desarrolio del experimento y
quiza debido a lo anterior el patégeno no mostré efectos en la altura de planta,
aun cuando numéricamente se observa el menor desarrollo de planta en el

testigo enfermo con 39.2 cm.

3.3.2.2 Longitud de raiz

Al realizarse la evaluacion para Penicillium sp., por separado, con respecto a
los trataimientos aplicados, evaiuados con la prueba de medias de Tukey, con
una cdnfiabilidad de 95%, no se observa diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos con respecto al testigo enfemo (Cuadro 7).
Numéridamente el tratamiento con menos desarrolio fue el testigo inoculado

con 5.2 cm.

Bafién ef al (1993), menciono que el principal dafio de este hongo es en las
escamas del bulbo y se incrementa al estar los bulbos almacenados (previo a la
siembra), ya que la infeccién se ve favorecida por temperaturas calidas y
exceso de humedad lo cual ocasiona por una aiteacion deficiente, y en este
experimento al no presentarse el almacenamiento de bulbos previo a la siembra

en invemnadero pudo no permitir el establecimiento de ia enfermedad.
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Cuadro| 7. Comportamiento de las variables altura de planta y longitud de raiz
de plantas de Tulipan (Tulipa sp), cultivar llle de France, tratadas con productos
biolbgicos, fungicidas y enmiendas organicas e inoculadas con Peniciflium sp.

VARIABLE
TRATAMIENTO Altura Longitud de raiz
T1  Control organico )T4-T7 43.8 a” 6.25a
T2  Control organico + fungicidas 40.7 a 6.1la
(T4+T5+T8 a T11)
T3  Todos los fungicidas 44.1 a 58a
(inmersién 30 min) (T8 a
T11)
T4  Ppgja de avena o cebada 45.6a 6.4a
incorporada al sustrato
T5 Residuos de brécoli 448a 53a
incorporados al sustrato
T6 ! 43.6a 62a
Bacillus subtiflis (BioRaiz)
77 , 442 a 51a
Trichoderma virens
T8  propamocarb (inmersion 30 443 a 6.0a
fmin} '
T9  procloraz CE (inmersion 30 453 a 62a
min)
T10 quintoceno 30% + thiram : 44.2 a 6.0a
30% PH(inmersion 30 min)
T11  aloxystrobin 50% (inmersién 41.6 a 59a
30 min)
T12 392a 52a
Testigo enfermo
8.12 2.23
DMS
i 0.103 0.075
r2
13.75 28,04
| cV
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3.3.3 Pythium sp.
3.3.3.1 Altura de planta

En est{e caso no hubo diferencias estadisticas significativas entre los
tratamiéntos evaluados con respecto al testigo enfermo (Cuadro 8). Las causas
posiblﬁ para este resultado, son entre otras la buena preparacion, tanto del
sustrato como del sistema de plantacion, los cuales al favorecer la aireacion
correcta%, infiltracion, y disponibilidad del agua en el suelo, evitaron que
apareciéran dafios de este patégeno (Tlapal-Bolafios y Mendoza-Zamora,
2003). C[)tra cuestion importante es el tipo de inoculacion a través de heridas en
los bulbgs (método utilizado}, no permite que estos presenten sintomas durante

el ciclo de cultivo subsecuente (Moore , 1979).
|
!

3.3.3.2 i__ongitud de raiz

No se observaron diferencias estadisticas significativas de los tratamientos
evaluadps con respecto al testigo enfermo (Cuadro 8). Esto se pudo deber a

tipo de |inoculacion a través de heridas en los bulbos (método utilizado), no

permite .que estos presenten sintomas durante el ciclo de cultivo subsecuente
(Moore,; 1979), del mismo modo el manejo del cultivo no permitié el

establegimiento del patégeno.
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I

Cuadro| 8. Comportamiento de las variables aitura de planta y longitud de raiz
de plantas de Tulipan (Tulipa sp), cultivar llle de France, tratadas con productos
biologicos, fungicidas y enmiendas orgénicas e inoculadas con Pythium.

= 2

VARIABLE
TRATAMIENTO Altara Longitud de raiz
T1  Control organico )T4-T7 43.7 a” 6.8a
T2 qrontrof organico + fungicidas 43.7 a 6.4 a
(T4+T5+T8 a T11)
T3  Todos los fungicidas 415a 56a
(inmersion 30 min} (T8 a
T11)
T4  Paja de avena o cebada 434 a 6.1a
incorporada al sustrato
T5  Residuos de brocoli 42.5a 6.9a
incorporados al sustrato
76 437 a 6.7a
- Bacillus subltillis (BioRaiz)
T7 44.3 a 6.2 a
Trichoderma virens
T8  propamocarb (inmersion 30 432 a 7.4 a
in)
T9  procloraz CE (inmersion 30 386a 6.5a
' in)
T10 ? intoceno 30% + thiram 40.1 a 6.7a
30% PH(inmersion 30 min)
T11  agoxystrobin 50% 43.0 a 6.2 a
S(inmersién 30 min)
T12  Testigos enfermos a los que 3882 63a
se inoculara cada uno de los
hongos
| 9.32 2.88
DMS
0.11 0.09
r2
10.14 32.67
CcVv
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3.3.4 Scibierotinia bulborum

3.3.4.1 Jé\ltura de planta

En el i::aso de 8. bulborum no se observaron diferencias estadisticas
signiﬁce\\‘tivas entre tos tratamientos evaluados con respecto al testigo (Cuadro
9). Est43 patogeno en especifico es muy dependiente de la humedad sobre el

follaje yibulbos, asi como de temperaturas frescas en el ambiente (Gould, 1979

cultivo |

r

citado por Lara, 1996), situaciones que no coincidieron durante el desarrollo del
cual no permitié el desarrollo de la enfermedad

|
3.3.4.2 L ongitud de raiz

En cuanto a la variable longitud de raiz los tratamientos no mostraron
diferencias estadisticas significativas entre ellos ni respecto al testigo enfermo
(Cuadrci 9). Este patdgeno en especifico es muy dependiente de ia humedad
sobre el follaje y bulbos del tulipan ya sea en forma de rocio o con humedades
relativas mayores al 80% (Gould, 1979 citado por Lara, 1996), situaciones que
no se presentaron durante el desarrollo del cultivo lo cual no permitié el

desarrollo de la enfermedad.
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de plantas de Tulipan (Tulipa sp), cultivar llle de France, tratadas con productos

biolégicos, fungicidas y enmiendas organicas e inoculadas con Sclerotinia

bulborul(n.
!

CuadroiQ. Comportamiento de las variables altura de planta y longitud de raiz

VARIABLE
TRATAMIENTO Altura Longitud de raiz
T1 Control organico )T4-T7 437 a* 54a
T2 Control organico + 43.7 a : 7.5a
:}r.lngicidas (T4+T5+T8a T11)
T3 'odos los fungicidas 41.5a 6.4a
(inmersion 30 min) (T8.a
11)
T4 iaja de avena o cebada 435a 6.7a
incorporada al sustrato
T5 F?esiduos de brocoli 43.7 a 73a
ilpcorporados al sustrato
T6 ; 444 a 62a
$aciﬂus subtillis (BioRaiz) '
T7 ? 432 a 58a
Trichoderma (T22)
T8 propamocarb (inmersién 30 431a 7.0a
min)
T9 procloraz CE (inmersién 30 386a 56a
in)
T10 uintoceno 30% + thiram 40.1a 58a
30% PH(inmersion 30 min)
T11  azoxystrobin 50% (inmersion 43.0 a 58a
30 min)
T12 | 38.8a 53a
Testigo enfermo
9.32 3.09
DMS _
0.11 0.12
r2
16.25 36.47
Ccv
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4. CONCLUSIONES.

1. Penicillium afectd marcadamente la longitud de la raiz del tulipan (Tulipa

sp), cultivar llle de France.
2. Ninguna de las estrategias de manejo mostrd diferencias significativas

entre ellas ni con respecto al testigo inoculado de cada uno de los

patogenos y sin tratamientos de manejo.
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