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Introduccién

Los productores de gladiolo en México se enfrentan con varios problemas fitosanitarios
tanto en el cultivo como en los cormaos. Entre las principales enfermedades destaca la
‘fusariosis’ siendo el agente causal Fusarium oxysporum f. sp. gladioli. La pudricién
del cormo originada por este hongo es la enfermedad mas importante del gladiolo y es
transmitida por el suelo. Es el principal problema con el material de siembra (cormos) y
se encuentra en raices, cormos y principalmente en el suelo (CESVMOR, 2009). Es
considerada la enfermedad mas destructiva y se distribuye ampliamente en la mayoria
de los paises productores de gladiolo del mundo F. oxysporum f. sp. gladioli es un
patdégeno importante que puede reducir la produccién de cormos y flores de gladiolos y
causar grandes pérdidas econdmicas a los productores.

La pudricién del cormo tiene tres diferentes formas: vasculares, raiz café y raiz basal
seca. En cormos presenta pequefias pudriciones hiumedas, irregulares; varian de color
al esporular. Dentro de los dafios notables, baja el rendimiento de la flor y cuando los
dafios son severos se pierde la produccién de cormos. Cuando los cormos infectados
son plantados, los mas severamente enfermos no germinan en el suelo, o germinan
pero producen hojas débiles y amarillas que pronto mueren. Los cormos menos
infectados pueden producir plantas que crecen normalmente hasta la Ultima
temporada. Eventualmente, las puntas de las hojas se tornan de un color amarillo y
estas comienzan a morir gradualmente hasta que la planta entera estd muerta. En
hojas causa un amarillamiento que comienza por los extremos hasta secar la planta
completamente, otro sintoma comun en los primeros estadios de desarrollo, es un
encorvamiento de las hojas tomando el aspecto de “cuerno torcido” (Anénimo, 1983;
CESVMOR, 2009).Debido a la importancia de este hongo se han evaluado diferentes
métodos de control, sin embargo, en experimentos controlados es necesario
primeramente lograr la infeccion del patégeno en el material vegetal. Wilfret y Woltz
(1973), realizaron un experimento para observar la susceptibilidad de diferentes
variedades de gladiolos para F. oxysporum f. sp. gladioli preparado por una mezcla de
7 aislamientos de Fusarium, el crecimiento del hongo en caldo papa dextrosa usando
constante agitacion del medio y diluido a 10° microconidios por mililitro.
Aproximadamente 0.1 ml de la suspensidn de esporas se pusieron en la superficie
cortada de cada mitad de 25 cormos de cada variedad y se colocaron en bolsas de
polietileno cubiertas con vermiculita himeda. Jones y Jenkins (1974), evaluaron la
resistencia en gladiolo a F. oxysporum f. sp. gladioli, en 25 variedades de gladiolo que
se sembraron en macetas de plastico, los cormos de estas variedades se dafiaron con
un cepillo de alambre rigido en dos sitios, después se inocularon al verterse 50 ml del
inoculo que consistia de esporas y micelio preparado del crecimiento del hongo en
caldo dextrosa papa de 10 dias de edad (el medio se mantuvo en un cuarto oscuro a
25 °C). Después de la inoculacién, los cormos se sembraron.



En otro experimento realizado por Barrows-Broad y Dwinell (1980), el inoculo de F.
oxysporum f. sp. gladioli se cultivo en medio Czapek, después de 4 dias de haber sido
sembrado a 25 °C la concentracion se ajusté a10°® conidios ml™. La superficie de los
cormos se esterilizé, después se hicieron orificios en los cormos con un horadador del
# 3 a una profundidad de 1.25 cm, el inoculo (0.1 ml) se adicioné dentro del orificio con
una micropipeta, los orificios se taponaron con algodén estéril y los cormos se
colocaron en bolsas de polietiieno con suelo estéril. Roebroeck et al. (1990),
obtuvieron cultivos monosporicos de F. oxysporum f.sp. gladioli para la inoculacién de
cormos de gladiolo, los cultivos monospdricos se hicieron en medio nutritivo agar papa
dextrosa (PDA) y se incubaron a 25 °C por dos semanas. Las suspensiones de
esporas se realizaron al verter 0.02% de Tween 80 en los medios de cultivo PDA
raspando la superficie del agar con una espatula. Las suspensiones se filtraron para
remover los fragmentos de micelio y las esporas se midieron con una camara de
Neubauer, la concentracién de esporas se calculé en 100 esporas ml* y en otro
tratamiento fue de 20 esporas ml™*, ambas suspensiones fueron vertidas a diferentes
bolsas de plastico antes de sembrar los cormos. Shakir et al. (1998), aislaron al
patégeno de raices y cormos con sintomas de la enfermedad. Porciones de los
cormos infectados se cortaron y se colocaron en medio PDA y se incubaron a 25 °C.
Los cormos sanos se sumergieron en una solucién de F. oxysporum f. sp. gladioli, la
cual consistié en que a todo el contenido de medio de cultivo PDA de 15 dias de edad
se le adicion6 200 ml de agua esterilizada para después hacer la inmersién por 24 h
de los cormos. Después se sembraron en suelo estéril, y se incubaron a diferentes
temperaturas. Haan et al. (2000), realizaron la inoculaciéon en cormos de gladiolo en
las variedades “Peter Pears” y “Nymph” Los cormos de gladiolo se sumergieron en una
suspension de esporas 10° y se mezclaron con el suelo. Después de seis semanas de
haberse sembrado los cormos y con una temperatura promedio de 23 °C se obtuvo el
indice de patogenicidad. Sharma y Tripathi (2008), utilizaron para la inoculacién la
variedad de gladiolo “Friendship Pink”, los cormos se hirieron con un alfiler en distintos
lados (aprox. 25 por cada cormo, cada pinchazo de 3 mm de profundidad con un
diametro 1.5 mm). Los cormos se inocularon bajo inmersion en una suspension de
conidios 10° del patégeno F. oxysporum f. sp. gladioli durante 30 min. y se incubaron a
25 + 2 °C durante 24 h.

En esta investigacion entonces se compararon diferentes métodos de inoculacion de
F. oxysporum f. sp. gladioli en cormos de gladiolo de la var. ‘Roja borrega’ con la
finalidad de evaluar el periodo de incubacion, incidencia y severidad y asi determinar
la inoculacién artificial mas adecuada para llevar a cabo estudios a futuro bajo
condiciones controladas.

Materiales y métodos

Lugar de muestreo para la obtencién del inoculo y cormos de gladiolo. La zona
de muestreo comprendié el municipio de Cuautla, que es uno de los principales
municipios productores del cultivo de gladiolo en el estado de Morelos. Se llevé a cabo
la colecta en el campo denominado “Puxtla” donde habia areas infestadas de F.
oxysporum f. sp. gladioli. Se colectaron cormos de gladiolo y plantas de diferentes
variedades, los cuales presentaron sintomas caracteristicos de la infeccion causada
por F. oxysporum f. sp. gladioli. La toma de muestras se realiz6 en diferentes puntos
de cada parcela en donde se observaron plantas con amarillamiento, marchitamiento y
muerte total de la planta. Las muestras se sacaron con una pala recta y se colocaron
en bolsas de plastico previamente etiquetadas (lugar, fecha), las cuales fueron
llevadas al laboratorio de Fitosanidad del Centro de Desarrollo de Productos Bibticos
(CEPROBI) en Yautepec, Morelos; Mexico. Ademas de colectar plantas y cormos de
gladiolo, se colectd suelo de la zona cercana a la raiz de las plantas de gladiolo



enfermas. Los cormos utilizados en los tratamientos fueron donados por la productora
de gladiolo Sra. Ana Clemente Hernandez y pertenecian a la variedad “Roja borrega”.

Aislamiento y purificacién de Fusarium. Los cormos y plantas de gladiolo con los
sintomas anteriormente descritos se colocaron en una solucion con hipoclorito de
sodio al 1% durante 3 min, después se enjuagaron con agua destilada estéril y se
colocaron en cdmaras humedas durante 24 h para promover el crecimiento de
micelio. Se tomaron porciones de micelio las cuales se colocaron en cajas Petri con
PDA y se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias. Para obtener cultivos
monoconidiales las cepas se purificaron con la técnica de punta de hifa transfiriendo
el micelio en cajas Petri con PDA. El suelo colectado se puso bajo condiciones de
oscuridad y humedad (30 dias).

Identificacion del patégeno y preparacion del in6culo. Para la identificacion
taxondmica de los aislamientos de Fusarium a nivel de género se utilizé la
metodologia de clasificacion de Barnett y Hunter (1998); la cual toma en cuenta la
forma y el color de la colonia, en el caso de Fusarium se observd un crecimiento
algodonoso con coloraciones rosas, parpuras y blancas. Para la identificacion a nivel
de especie de F. oxysporum se consideraron las descripciones de Booth (1971) y
Domsch et al. (1980). Para la preparacion de la soluciébn de esporas se agregdé
primeramente agua estéril a la caja Petri con el inoculo de 10 dias de edad y se rasp6
todo el contenido. Después se realizé el conteo de esporas en la camara de
Neubauer, ajustando la concentracién final a 10° esporas ml*. A la solucion de
esporas se le adicion6 Tween 20 (20 pl ml™).

Métodos de inoculacién aplicados. Los métodos de inoculacion probados
consistieron en: A. cormos naturalmente infectados. El primer método de
inoculacion fue sembrar cormos que presentaban de forma natural sintomas
(pequefias pudriciones humedas, irregulares, que variaban de color café a rojizo y
hundidas) caracteristicos de F. oxysporum f. sp. gladioli. B. cormos sanos e
inoculacidon en suelo. Se realiz6 un segundo método de inoculacién que consistié en
sembrar cormos sanos. Una vez emergida la raiz de aproximadamente 3 cm de
longitud se le agregé al suelo 10 ml de la solucién de esporas (10°%). Después de 5
dias de la primera inoculacion se realiz6 una segunda inoculacion con 5 ml de la
solucion antes mencionada. C. cormos dafiados con punciones y sumergidos en
suspension de esporas. El tercer método de inoculacion consistio en sumergir
cormos previamente dafiados de forma manual en la solucién de esporas de la cepa
de F. oxysporum f.sp. gladioli (10°) por 24 h. Los cormos se dafiaron mediante
punciones realizadas con una aguja de diseccion estéril, cerca de la zona de raiz (20
punciones). D. cormos dafiados con bisturi y sumergidos en suspension de
esporas. El cuarto método de inoculacion consisti6 en sembrar cormos sanos, en
suelo estéril para su germinacién. Una vez emergido el tallo y la raiz de
aproximadamente 3 cm de longitud se hicieron heridas con bisturi en la zona de
crecimiento de la raiz. Los cormos se sumergieron en la solucién de esporas (10°) de
F. oxysporum f. sp. gladioli durante 48 h. E. cormos sanos y dafiados en raiz y
sumergidos en suspension de esporas por 24 h. Otro método de inoculacion
consisti6 en sembrar cormos sanos en suelo estéril. Una vez emergida la raiz de
aproximadamente 3 cm de longitud se realizaron heridas mecanicas sobre ésta en la
zona de crecimiento de la raiz. Los cormos se sumergieron en solucion de esporas
(10° (Ea) y en otra solucién con esporas y micelio (200 ml de agua destilada/caja)
durante 24h (Eb). Estos dos tratamientos se repitieron pero dejando los cormos en la
solucion 48 h (Ec y Ed). F. cormos daflados con sacabocado e inoculado con
porciones de micelio. El ultimo método de inoculacion consistié en realizar orificios
con un sacabocados en la parte inferior de los cormos y cercanos al corazén del
cormo (aproximadamente 3.9 mm de didmetro y 1.5 cm de profundidad). Una vez que



se hizo el orificio en el corazén del cormo, se colocd micelio de F. oxysporum f. sp.
gladioli bajo condiciones asépticas. El orificio se sellé6 con cera de abeja para evitar la
entrada de otros posibles patégenos. G. Testigo. El testigo consisti6 en sembrar
cormos sin inocular, los cuales sélo se sumergieron agua.

Después de realizar los tratamientos los cormos se sembraron en dos tipos de suelo:
estéril (121°C, 15 Ib de presion durante 3 h) e infestado (suelo colectado de las areas
infestadas con F. oxysporum).

Disefio experimental. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con
10 repeticiones por tratamiento (10 tratamientos y 2 niveles para suelo (estéril e
infestado). Todas las plantas se regaron y se mantuvieron en a una temperatura de
28-30 °C y a 80-85% de humedad relativa.

Variables evaluadas. Las variables evaluadas fueron: (I) periodo de incubacion (II)
porcentaje de incidencia y (Ill) porcentaje de severidad de la enfermedad. El periodo
de incubacién se consider6 como el periodo de tiempo que transcurri6 desde la
siembra del cormo hasta la aparicién de los primeros sintomas. La incidencia de la
enfermedad se evalud a través del nimero de cormos que presentaron sintomas de
pudricién con respecto al nimero total de cormos que se inocularon y se expresoé en
porcentaje. La severidad de la enfermedad se determiné a través de una escala de
dafios siguiendo la metodologia propuesta por Unterstenhofer (1976) citado por
Mendoza (1997). Estos autores demostraron que para algunas enfermedades hay
una alta relacién de significancia entre la incidencia y la severidad. En consecuencia,
es posible estimar la severidad a partir de los datos de incidencia, facilitando asi la
estandarizacién de las fuentes y evaluaciones de la enfermedad. Se realizaron
algunas adecuaciones en las escalas para describir la severidad de esta enfermedad
y se utilizé finalmente la escala descrita en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Escala de severidad para evaluar la infeccion en cormos de gladiolo.

Value Infeccion en cormos
0= No infectados (0%)
1= Ligeramente dafados (1-20%)
2= Moderadamente dafados (21-41%)
3= Dafio avanzado (41-60%)
4= Severamente dafiados (>61%).

Andlisis estadistico. Como los datos obtenidos para la incidencia bajo los
diferentes tratamientos y bajo las dos condiciones de suelo estéril e inoculado fueron
expresados simplemente con valores binarios, 1 y 0 para representar incidencia y no
incidencia, respectivamente. Igualmente la variable severidad fue medida en base a
una escala basada en valores enteros multiestado (0, 1, 2, 3, 4) y en porcentaje. En
este caso se reportan los resultados empleando un modelo para variables
categoricas. Los andlisis se realizaron para las dos siguientes alternativas: 1. Analisis
individuales para cada condicién de suelo y considerando en el modelo solo a los
tratamientos y 2. Andlisis combinados a través de las dos condiciones de suelo y
considerando en el modelo a los suelos, los tratamientos y la interaccién suelo por
tratamiento.



Resultados

Periodo de incubacién, incidencia y severidad en suelo estéril. En suelo estéril la
enfermedad se manifesté Unicamente en tres de los 10 tratamientos y hasta la cuarta
semana de incubacion (28 dias). Entre los tres tratamientos el porcentaje de incidencia
se observé en un rango de 30 a 50%. El valor de la severidad vario de 1 a 3 entre los
tratamientos y el mayor porcentaje de severidad (40-55%), se observo en los cormos
del tratamiento “cormos naturalmente infectados’ (A) (Cuadro 2).

Periodo de incubacion, incidencia y severidad en suelo infestado. Los primeros
sintomas de pudricidon y no germinacién de los cormos aparecieron a los 14 dias
después de que se sembraron. Esto se observé en el suelo inoculado con el
tratamiento “cormos dafiados con sacabocado y posteriormente inoculados con
porciones de micelio (F)” en donde hubo un 10% de incidencia y 80% de severidad
(Cuadro 2). En la tercera semana de incubacién (21 dias) se incrementd la incidencia
de la enfermedad en los cormos y la no germinacion de éstos, la enfermedad se
manifestd nuevamente en suelo inoculado en cuatro de los 10 tratamientos.
Destacando la mayor incidencia y severidad en los tratamientos (F) (incidencia de 30%
y severidad de 30-90%) y (A) (20% incidencia y severidad 80-84%). Los resultados en
suelo con inoculo a la cuarta semana (28 dias), mostraron que en el tratamiento (A)
tuvo un 60% de incidencia y severidad de 60% a 90% mientras que el tratamiento (C)
tuvo 20% de incidencia y severidad de 30 a 40%. El tratamiento testigo (G) tuvo en
ambos casos 10% de incidencia y severidad.

Los resultados estadisticos indicaron que no hubo diferencias significativas en el
analisis CATMOD individual, en cambio en el analisis CATMOD combinado si hubo
diferencias significativas entre suelos y la interaccién tratamiento suelo, lo cual nos
permiti6 observar que si hubo diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos y entre los dos niveles de suelo (Cuadro 3).

En el analisis individual por tratamiento mostr6 que en el suelo estéril no hubo
diferencias entre tratamientos al ser categorizados mediante la prueba de Tukey (P =
0.05) con la misma letra A. En el suelo infestado a los 28 dias mostrd diferencias entre
tratamientos mostrando 3 categorias, la primera de ellas con la letra A correspondi6
Unicamente al tratamiento A, la segunda categoria B correspondioé a los tratamientos C
y F y los demas tratamientos fueron iguales estadisticamente C (Cuadro 4).

En el tltimo andlisis combinado de suelo para la comparacion entresuelo inoculado y
suelo estéril se mostré que hubo diferencias (P = 0.05) entre suelos teniendo una
severidad e incidencia mas alta en el suelo inoculado en comparacién con el suelo
estéril (Cuadro 5).

Cuadro 2. Periodo de incubacién y porcentaje de incidencia y severidad en cormos
inoculados con diferentes métodos en suelo estéril e infestado.

Tratamiento Periodo de incubacion % Incidencia % Severidad
(dias)
Suelo estéril
A 28 50% 40-55%
28 30% 25-30%




F 28 30% 10-40%
Suelo infestado
F 14 10% 80%
A 21 20% 80-84%
C 21 20% 40%
F 21 40% 30-90%
T 21 10% 30%
A 28 80% 60-90%
C 28 40% 30-40%
Ec 28 10% 19%
F 28 50% 80%
G 28 10% 10%

Cuadro3. Analisis individual y combinado para cada tipo de suelo usando el método
categorico Individual (CATMOD, SAS) en términos de suelo, tratamientos y la
interaccion tratamiento*suelo.

Modelo Suelo Evaluacién Escala de Porcentaje de
severidad severidad
28 dias
Individual estéril 0.3185* 0.6156 0.2172
infestado 0.0174 0.0001 0.0001
suelo 0.0002** 0.0001 0.0001
Combined tratamiento 0.0001 0.0001 0.0001
tratamiento*suelo 0.0262 0.0001 0.0001

Probablilidad de error Tipo | asociada a la hipétesis nula de igualdad de efectos de los
tratamientos. **Probabililidad de error Tipo | asociada a la hip6tesis nula de igualdad de

efectos para cada factor de estudio.




Cuadro 4. Analisis combinado para cada tratamiento (LSD , P = 0.05).

Tratamiento Evaluacion 28 dias Evaluacion 28 dias
Suelo esteéril Suelo infestado
A 0.5 A* 0.8 A
C 0.3 A 04 B
F 0.3 A 05 B
B 0.0 A 0.0 C
D 0.0 A 0.0 C
Eb 0.0 A 0.0 C
Ec 0.0 A 0.0 C
Ed 0.0 A 01 C
Ea 0.0 A 0.0 C
G 0.0 A 01 C

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes.

Cuadro 5. Analisis combinado para la comparacién de suelos (LSD, P = 0.05).

Suelo Evaluacién Escala de Porcentaje de
severidad severidad
28 dias
Infestado 0.1919 A* 0.5960 A 11.545 A
Sterile 0.1111B 0.2323 B 3.889 B

*Medias con letras iguales no son significativamente diferentes.
Discusion

Durante el desarrollo de esta investigacion, no se encontraron estudios publicados que
reportaran como objetivo de estudio evaluar metodologias de inoculaciéon de Fusarium
oxysporum f. sp. gladioli. Tal vez dandose por hecho la reproducibilidad de los
métodos de inoculacion reportados en las investigaciones sobre este hongo (Jones y
Jenkins, 1974, Barrows-Broad y Dwinell, 1980, Roebroeck et al., 1990, Roebroeck y
Mes, 1992, Ram, 2004; Haan et al., 2000, Khan y Mustafa, 2005; Riaz et al., 2009).
Los objetivos de las investigaciones de estos autores se enfocaron en evaluar entre
otros aspectos de control de este hongo tal como, efectividad bioldgica de productos
biolégicos y quimico asi como la busqueda de variedades resistentes, sin embargo,
cuando en esta investigacion estas metodologias se reprodujeron bajo condiciones
ambientales adecuadas para el desarrollo de F. oxysporum f. sp. gladioli, no se
obtuvieron resultados alentadores, es decir no se logro la infeccién. Por otro lado, la
estimacion de la incidencia y severidad en estudios de efectividad biol6gica tanto de
productos biolégicos y quimicos contra esta enfermedad, mostraron resultados muy
variables y con pocas coincidencias entre si. En la revision de literatura se reportan
porcentajes de incidencia en un rango de 1 al 100 y en algunos casos sin llegar a
obtener la infeccion ((Wilfret y Woltz, 1973; Magie, 1980a,b; Rattink, 1986; Straathof et




al., 1997; Haan et al., 2000; Khan y Mustafa, 2005, Sharma y Tripathi, 2008, Gonzalez,
2009,).

En general en nuestros resultados se pudo observar que la infecciéon fue mas rapida y
efectiva cuando los cormos se sembraron en suelo que contenia el inoculo. La mayor
incidencia se obtuvo con suelo sin esterilizar el cual como se mencioné en el capitulo
de Materiales y Métodos, fue colectado en la zona cercana a la raiz de plantas de
gladiolo, el cual probablemente contenia una mayor poblacién de propagulos infectivos
de F. oxysporum f. sp. gladioli en comparacion con el suelo estéril. En estudios
realizados por Bautista (2002), menciona que cuando los cormos se plantaron en
suelo infestado con este patdégeno, el hongo infectd las raices y colonizé la zona de
elongacién en el area de tejido de forma mas segura. Asimismo, puede considerarse la
interaccion entre organismos presentes en el suelo, tanto bacterias, nematodos y
acaros, que al convivir de manera natural pudieron interactuar con los cormos,
utilizando el curso natural de la infeccidon y los niveles naturales del inoculo en el suelo
como lo reportaron Hillocks y Waller (1997).

En esta investigacion, el periodo de manifestacion del hongo coincidio con lo reportado
en la literatura por varios autores (Wilfret y Woltz, 1973, Roebroeck et al., 1990,
Straathof et al., 1998, Sharma y Tripathi, 2008, Gonzélez, 2009), los cuales mencionan
como el periodo de incubacién o la aparicién de sintomas es a partir de la segunda y
cuarta semana después de inocular de manera artificial ya sea en cormo o el suelo. La
mayor expresion de la enfermedad se observé en el tratamiento ‘cormos naturalmente
infectados’ tanto en suelo estéril como inoculado. A los 21 dias, en suelo estéril e
inoculado, hubo incidencia y severidad alta, incrementandose hasta los 28 dias de
evaluacion en el segundo caso. Indicando esto que el hongo ya se encontraba bien
establecido en el interior del cormo. Es necesario resaltar que en aquellos tratamientos
en donde los cormos también manifestaron infeccién (tratamientos C y F) siempre
hubo dafio mecanico inducido previo a la infeccion artificial. EI tiempo de inoculacion
de 24h pareci6 suficiente para que la infeccion se llevara acabo.
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