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Resumen

Fusarium oxysporum f. sp. gladioli causa pudricién del cormo y amarillamiento del
gladiolo. En México la derrama econdémica anual en este cultivo asciende a $800 mdp. El
objetivo de este trabajo fue evaluar extractos metandlicos de ciruela, guayaba y nanche en
el control de F. oxysporum f.sp. gladioli en cormos y plantas de gladiolo. Se colectaron
hojas de cada especie vegetal, se lavaron, se secaron y se molieron. El polvo vegetal se
mezcl6 con metanol en una proporcién 1:5. El extracto se concentrd en un rotavapor a 65
°C. Los extractos vegetales se analizaron mediante cromatografia de gases y espectrometria
de masas (CG-EM) y se identificaron 42 compuestos, que incluyen monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos y acidos grasos. Para los experimentos en invernadero, los
cormos se inocularon con micelio o solucion de esporas y se trataron con los extractos al
2.5 % y 5 %, y se sembraron en macetas con suelo estéril o colectado de campo. En el
experimento 1, los cormos tratados con el extracto de nanche y ciruela al 2.5 % mostraron
los menores (8.5) y los mayores (14.5) dias de emergencia (P<0.025). El tratamiento con
guayaba al 5 % desarrollé la espiga floral en un 75 % de sus plantas comparado con el
control fungicida (33 %) (P<0.001). En el experimento 2 los cormos inoculados con
solucion de esporas y tratados con los extractos emergieron en menos dias y tuvieron una
menor severidad que los inoculados con micelio (P<0.001). En el experimento 3, el
tratamiento con nanche 2.5 % (34.4 cm) y con fungicida (35.2 cm) mostraron la mayor
altura de la planta respecto a los demas tratamientos (P<0.001). El tratamiento con
fungicida (2.5) y con ciruela 2.5 % (4.5) mostraron la menor y la mayor severidad. En el
experimento 4, los cormos tratados con la combinacion guayaba y quitosano mostraron el
menor porcentaje de infeccion (33 %), sembrados en suelo estéril. En general, los cormos
sembrados en suelo no estéril emergieron en menos dias, mostraron una menor severidad y
alcanzaron una mayor altura de la planta que los sembrados en suelo estéril. Los extractos
vegetales pueden ser una alternativa al manejo de la fusariosis del gladiolo, ya sea por

compuestos individuales o por sinergismo entre compuestos.
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Abstract

Fusarium oxysporum f.sp. gladioli causes rot corm and yellowing of gladiolus corms. In
Mexico, the annual economical production of this crop is up to $800 mdp. The objective of
this work was to evaluate methanolic extracts of red mombin, guava and nance on the
control of F. oxysporum f.sp. gladioli over corms and gladioli plants. Leaves of each
species were collected and they were washed, dried and grinded. The botanical powder was
mixed with methanol in a proportion of 1:5. The extract was concentrated in a rotary
evaporator at 65 °C. The botanical extracts were analyzed through gas chromatography and
mass spectrophotometer (CG-EM) and 42 compounds were identified, that included
monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes and fatty acids. For the greenhouse experiments,
corms were inoculated with mycelia and spore solution and they were treated with the
extracts at 2.5 and 5 %. They were planted in pots containing sterile or field collected soil.
In experiment 1, corms treated with the nance and red mombin extracts at 2.5 % showed the
lowest (8.5) and highest (14.5) emergency days (P<0.025). In the treatment with guava at
5%, the flower spike was developed in 75% of the plants compared with the treatments
with fungicide (33%) (P<0.001). In experiment 2, the inoculated corms with spore solution
and treated with extracts, germinated in less days and had less disease severity that the
inoculated with mycelia (P<0.001). In experiment 3, the treatment with nance at 2.5% (34.4
cm) and with fungicide (35.2 cm) showed the highest height in comparison with the
remaining treatments (P<0.001). The treatment with fungicide and with red mombin
showed the lowest (2%) and highest (4.5) severity. In experiment 4, corms treated with
guava and chitosan and planted in sterile soil, showed the lowest diseases incidence (33%).
Overall, the planted corms in non-sterile soil germinated in fewer days, had less severity
and reached the highest height than the plants in sterile soil. The botanical extract may be
an alternative for managing the gladiolus fusariosis, perhaps for individual compounds or

synergism of some of them.
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1. Introduccion
El género Gladiolus quiza sea el de mayor complejidad de las iridaceas. En Africa hay més
de 100 especies de gladiolos silvestres. Es especialmente rica la zona de Sudafrica, su
centro de origen (Grey-Wilson y Mathew, 1982; Bolos y Vigo, 2001). Dos especies son
endémicas de Madagascar y 15 se encuentran en paises alrededor del mediterraneo. Los
hibridos modernos, designados como Gladiolus grandiflorus son un complejo de cuando
menos 11 especies, varias de las cuales estan representados por diferentes formas de colores
o0 variedades botanicas (Larson, 2004). Las variedades con frecuencia incluyen numerosas
novedades, gozan de un elevado grado de homogeneidad y son susceptibles de sufrir
procesos de preforzado y retardamiento que las hacen florecer en épocas determinadas. El
gladiolo es una flor de corte de importancia comercial, responde bien a un manejo
postcosecha adecuado. Los estdndares modernos en variedad de colores y formas han
ayudado a transformar esta flor estereotipada como funebre en favorita y puede ser un

importante acento en arreglos florales (Reid, 2004).

En México, la produccion de gladiolo ocupa el primer lugar entre las flores que se propagan
por cormos. Los principales problemas fitosanitarios se deben a dafios por enfermedades
fungosas que ocasionan graves pérdidas econémicas en las zonas productoras (Ortega,
2008). Fusarium oxysporum f. sp. gladioli causa pudricién del cormo y amarillamiento del
gladiolo. Las plantas infectadas pierden su vigor, producen tallos de color verde oscuro, se
retrasa la floracion, las flores son mas pequefias y se desarrollan en un solo lado de la
espiga (CESVMOR, 2005). La desinfeccion con fungicidas quimicos es comun para el

control de Fusarium en los cormos en almacenamiento, los cuales contaminan al ambiente,



son ineficientes y econOmicamente caros. En consecuencia hay una necesidad de trabajar
hacia el desarrollo de agentes antifingicos seguros, renovables, no petroquimicos,
amigables con el ecosistema y faciles de obtener (Sharmay Triphati, 2008).

Los extractos de origen vegetal se caracterizan por la presencia de metabolitos secundarios,
que pueden tener actividad bioldgica como: antialimentarios, antivirales, antimicrobianos,
repelentes e inhibidores de la germinacion de semillas y tienen la propiedad de ser menos
toxicos y facilmente degradables (Regnault-Roger et al., 2004).

Gardufio et al. (2010), evaluaron in vitro la actividad fungicida o fungistatica de polvos de
hojas, extractos acuosos, metanolicos y hexanicos, de quince especies de plantas mexicanas
sobre el desarrollo de Fusarium oxysporum f.sp. gladioli. De ellas, doce especies mostraron
actividad antifungica; con una inhibicion del crecimiento micelial mayor al 50%. Por otro
lado, el quitosano es un compuesto derivado de la desacetilacion de la quitina procedente
del exoesqueleto de los crustaceos, que tiene actividad inhibitoria sobre varias especies de
hongos (Allan y Hadwiger, 1979) e induce mecanismos de defensa en la planta contra
patdgenos (Shibuya y Minami, 2001). Las pruebas in vitro mostraron que el quitosano
afecta la morfologia de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli; produciendo un micelio escaso

y delgado, limitando la formacion de estructuras reproductoras (Garcia y Bautista, 2009).



2. Antecedentes

2.1 Importancia economica del gladiolo
El cultivo de flor cortada y de cormos de gladiolo ocupa en Francia mas de 600 ha. En los
ultimos afios, en Holanda se dedican 1,756 ha al cultivo de gladiolo lo que coloca a esta flor
en cuarto lugar, tras los tulipanes, azucenas y narcisos en dicho pais. Debido al desarrollo
tecnoldgico holandés en cuanto a la conservacion de los cormos es posible su suministro en
cualquier época del afio. Este hecho, junto con una alta demanda de esta flor, el precio
relativamente bajo del cormo y la corta duracién del cultivo, ha fomentado su gran
expansion en Espafia, en donde, la superficie destinada a este cultivo se incremento en un
30 % debido al aumento en las zonas tradicionales y a la expansion de otras nuevas,
después del clavel y la rosa, es la flor més cultivada (abcagro.com). A nivel mundial es el
bulbo mas comercializado tras el tulipan; su gran diversidad en cuanto a color y forma de

sus varas florales hace que sean unas de las ornamentales mas valoradas (horticom.com).

En México, en el afio 2010 la superficie sembrada de gladiolo fue de 3,610.51 ha, con una
derrama econdémica mayor a $ 700 millones de pesos, colocando al estado de Morelos en
tercer lugar, después del Edo. de México y Puebla como principales productores (Cuadro
1). Sin embargo, ésta produccién es para consumo nacional y solo un 10 % para
exportacion (Chalate et al., 2008). En Morelos la superficie sembrada de gladiolo fue de
624 ha, con un valor de la produccién mayor a $ 150 millones de pesos, lo que representa el

28.8 % de la derrama econdmica producida por dicha flor a nivel nacional, destacan los



municipios de Cuautla, Ayala, Tlayacapan y Yautepec como principales productores

(SAGARPA, 2010) (Cuadro 2).

Cuadro 1. Principales estados productores de gladiolo en México.

Estado Superficie sembrada Produccion Valor de la
(ha) (toneladas) produccién
(millones de
pesos)
Edo. de México 1, 060.5 1,153,200.5 171.772
Puebla 1005.76 1,341,817.4 343.210
Morelos 624 668,274 154.124
Michoacén 487.25 393,344 33.745

Fuente (SAGARPA, 2010)

Cuadro 2. Principales municipios productores de gladiolo en el estado de Morelos.

Municipio Superficie Produccién Valor de la
sembrada (ha) (toneladas) produccion
(millones de pesos)
Cuautla 188 239,400 56.566
Ayala 100 110,010 26.504
Tlayacapan 95 91,300 19.421
Yuatepec 93 82,400 21.720

Fuente (SAGARPA, 2010)



2.2 Taxonomia de la planta de gladiolo

De acuerdo a Larson (1988) y la FONEP (1984), la clasificacion taxondmica del gladiolo es

la siguiente:
Reino Plantae
Subreino Embryophyta
Phylum Tracheophyta
Subphylum Angiespermae
Clase Monocotiledoneae
Orden Liliflorae
Familia Iridaceae
Género Gladiolus
Especie Gladiolus grandiflorus
Nombre comun Gladiola o gladiolo

2.3 Descripcién botanica
Raiz: Existen dos tipos principales de raices, las que se encuentran en la base del cormo
madre, son fibrosas, y sirven de anclaje y absorcion; y las que se desarrollan en la base del
cormo nuevo, son gruesas, carnosas y contractiles. Al final del ciclo del cultivo, todas las

raices son senescentes (Salinger, 1991; Lezczyfiska y Borys, 1994).

Tallo: El gladiolo presenta dos tipos de tallos, el subterraneo modificado llamado cormo, el
tallo floral recubierto en la base por las hojas; al momento de cortar la flor, en éste quedan
unas tres hojas. Se considera de buena calidad si esta parte del tallo alcanza 70 cm, y en
conjunto con la espiga floral, alcanza un total de 95 a 175 cm (Vidalie, 1992). EIl cormo al
ser plantado puede emitir uno o varios tallos, dependiendo de su vigor; en la zona inferior
del cormo se desarrolla una corona de raices que nutrird progresivamente a la planta segin
se vayan agotando las reservas del cormo. Cuando la planta esta desarrollada se forma un

cormo hijo, pegado al cormo madre. Este cormo emite una corona de largas raices carnosas



situadas en la zona de union de ambos cormos, que a veces engrosan en su extremidad y

forman cormillos pequefios (3-10 mm de didametro) (Figura 1) (Garcia y Alfaro, 1985).

Cormillo

o
Raices

Figura 1. Estructura del cormo de gladiolo (infojardin.com).

Hojas: Es una planta que presenta hojas alargadas, paralelinerves, sobrepuestas en la base
y pueden aparecer de 1 a 12. Se desarrollan desde el interior de las vainas foliares y se
extienden de 4 a 5 hojas verdaderas después de la emergencia del follaje, ademas de las

flores se quedan adheridas al tallo floral de 3 a 5 hojas (Salinger, 1991).

Figura 2. Hojas de una planta de gladiolo.



Inflorescencia: Es una espiga y se origina como un eje terminal, tubular con partes florales
de tres en tres, son bilaterales o radialmente simétricas y pueden llegar a desarrollar hasta
30 flores 0 mas (Figura 3). Las flores pueden ser de cualquier color excepto el azul. Pueden
tener formas redondas, triangulares, aplanadas, con capuchén o como orquideas y los
pétalos pueden ser sencillos, rizados, filamentosos, recurvados, puntiagudos o
profundamente escarolados. Las flores varian de miniaturas de 2 cm a lo ancho y muy
espaciadas, en tallos delgados, sencillos 0 con muchas ramas, hasta los gigantes de 2 m con

flores de 18 cm de diametro en una disposicion de 2 hileras (Larson, 2004).

Figura 3. Distintos colores y formas de las flores del gladiolo (floristeriasierra.com)
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Figura 4. Descripcion morfoldgica de la planta del gladiolo (Cruz, 2005).



2.4 Condiciones del cultivo

2.4.1 Temperatura
La temperatura del suelo durante su plantacion debe estar entre 10 y 12 °C. Seis semanas
mas tarde de 12 a 14 °C y puede ser elevada 18 °C cuando la espiga es visible. La
temperatura ambiental debe estar entre 13 y 14 °C y al cabo de 4 a 6 semanas de plantacion
se puede aplicar calefaccion de 15 a 20 °C, sin sobrepasar los 21 6 22 °C (An6nimo, 2009).
La formacion del tallo floral tiene lugar desde los 12 °C hasta los 22°C. La diferenciacion
floral se produce después de la plantacién de los cormos, cuando aparece la tercera o cuarta
hoja, es decir después de 4 a 8 semanas; esta duracién varia en funcion de la temperatura y
no de la luz. La temperatura minima bioldgica (cero de vegetacion) es de 5 a 6 °C. Las
temperaturas superiores a 30°C son perjudiciales, para el almacenaje de los cormos se

recomienda de 3 a 4 °C (Anonimo, 2010).

2.4.2 lluminacion
El gladiolo es una planta heliéfila (amante del sol). El periodo critico es el de iniciacion
floral, si las deficiencias del luz se dan al inicio del periodo habra aborto de flores. El
gladiolo florece muy bien cuando los dias son mayores de 12 h, si ésta es insuficiente, las
plantas no florecen, por lo que hay que aportar luz artificial. Un exceso de luminosidad
provoca que las varas florales queden firmes, rigidas con muchas flores pero cortas de tallo

(Anonimo, 2010).



2.4.3 Humedad
La humedad ambiental debera estar comprendida entre el 60 y 70 %. Humedades inferiores
al 50 % provocan que el crecimiento sea mas lento; un exceso de humedad produce
alargamiento en la planta y se presentan pudriciones por enfermedades (Anonimo, 2010).
La baja humedad en el suelo reduce la floracion. Las plantas son muy sensibles a los rocios
y lluvias. El periodo mas critico del gladiolo en cuanto a humedad, es de la tercera a

séptima hoja, es decir, durante el desarrollo de la espiga (Buschman, 1985).

2.4.4 Suelo
Los gladiolos toleran una amplia gama de texturas que van desde las arenas hasta las
arcillas. Los suelos organicos pueden producir espigas florales largas y fuertes, y cormos
grandes (Salinger, 1991). El pH debera estar entre 6.5 y 7, si es menor hay que encalar y
utilizar fertilizantes adecuados. En suelos calizos y acidos se tendra clorosis. Es importante
vigilar el contenido de potasio, pues la planta consume gran cantidad de este nutrimento. Se
requiere especial cuidado en el contenido de sales en el suelo, conductividades eléctricas

mayores a 4 mmohos/cm son perjudiciales al gladiolo (Anonimo, 2010).

2.4.5 Fertilizacion
Es un cultivo que no necesita grandes aportaciones de fertilizante, ya que gran parte de sus
necesidades las obtiene del cormo. Cuanto mas grande sea éste, menores seran sus
necesidades de fertilizante (Andnimo, 2009). Los requerimientos nutricionales de los
gladiolos varian segun la fertilizacion previa del cormo madre, pero en general un cultivo
de gladiolo en suelos arenosos debe tener de 90 a 135 Kg de nitrogeno (abastecido en parte

como NOj3 y en parte como NHj3), de 90 a 180 Kg de fosfato (como P,0s) y de 110 a 180
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Kg de potasio (como K,0) por hectarea. Los nutrientes secundarios, tales como el Ca, Mg,
Fe y B, pueden ser aplicados en forma de pequefios fragmentos como elementos menores
durante la preparacion del suelo. Se recomienda cuando menos cuatro aplicaciones de
fertilizantes: incorporado antes de la plantacion (1); aplicacion lateral durante la etapa de
dos o tres hojas (2); aplicacion lateral durante la etapa de los vastagos cuando la
inflorescencia emerge de las hojas (3); y aplicacion lateral unas dos semanas después de la

floracion para desarrollar el nuevo cormo y cormillos (4) (Larson, 2004).

2.4.6 Cosecha de las varas florales y de los cormos
Las espigas del gladiolo pueden cosecharse de 60 a 100 dias después de la plantacion
dependiendo del cultivar y época del afio. Se debe tener cuidado para no dafiar las hojas que
guedan en la planta ya que son necesarias para el desarrollo del nuevo cormo (Larson,
2004). Las varas florales se cosechan con los botones florales cerrados cuando se vea el
color de los pétalos de la primera flor, hasta que sobresalga un centimetro. La época de
corte depende de factores como son clima, fecha de plantacion y calibre de los cormos. El
rendimiento es de una vara floral por cormo. Una vez cosechadas, se colocan en camara
frigorifica de 4 a 5 °C en agua (Anonimo, 2009). Después los cormos se recolectan y se
procede a su limpieza, clasificacion y maduracién, proceso que de forma natural suele durar
unos 3 meses aunque hay ciertas técnicas para acelerar la salida de latencia (Garcia y

Alfaro, 1985).
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2.4.7 Condiciones de almacenamiento y empaque
Una vez cosechadas las varas florales, deberan ser transportadas al lugar de seleccion con
iluminacién e idealmente con camara de frio. Las varas deben mantenerse en posicion
vertical para evitar su curvatura. La mejor forma es depositandolas en cubetas de 20 litros
bien apretadas para evitar torceduras. Hecha la clasificacion de las varas se procede a su
empaque que tendrd diversas caracteristicas segun el mercado de destino. En el caso de
varas destinadas a consumo local, es usual envolver los paquetes de flores en ramos de 12
varas en papel. El envio a mayores distancias se lleva a cabo en cajas de carton. Estos
deben ser amarrados o y envueltos en papel de seda o papel emparafinado o polietileno y
ubicado en cajas con 280 unidades. El almacenaje de los ramos envueltos o embalados para
su conservacion postcosecha debe hacerse en camara fria a 2-6 °C, con una humedad
relativa de 70 a 80% y en ausencia de luz. El producto podra mantenerse por un maximo de
2 dias en seco, aunque se recomienda mantener los ramos en agua pura 0 con conservantes
postcosecha (Andnimo, 2010). Los cormos se colocan en camaras frigorificas para retrasar
la brotacién a la salida de su latencia natural a una temperatura de 3-4°C con aireacion
hasta el momento en que se vayan hacer las plantaciones. Para acelerar la salida de latencia,

los cormos se almacenan a temperaturas relativas elevadas (Garcia y Alfaro, 1985).

2.5 Descripcién general de las enfermedades del gladiolo
El gladiolo es susceptible a una variedad de pudriciones del cormo que son causados por un
namero de hongos Yy bacterias. El follaje puede tornarse amarillo y morir prematuramente

como resultado del deterioro del cormo (RPD, 1983).
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2.5.1 Sarna del gladiolo
Es una enfermedad causada por la bacteria Pseudomonas marginata (Figura 5). Es
facilmente reconocida en el cormo, por un contorno definido amarillo palido, himedo, con
manchas circulares que se tornan de café claro a oscuro. Las lesiones eventualmente llegan
a ser superficiales, hundidas y rodeadas por costras definidas como margenes. Las costras
varian en tamafio y son mas numerosas en la parte inferior del cormo. Las lesiones secretan
un exudado gomoso incoloro que cambia a amarillo pardo o café oscuro. Cuando las
plantas afectadas son cultivadas en suelos humedos pueden desarrollar coloracion cafe
oscuro, pudricion del tallo, empezando con manchas suaves y humedas. Cuando la

enfermedad es severa, las plantas débiles pueden colapsar y morir (RPD, 1983).

Figura 5. Dafio ocasionado en el cormo por Pseudomonas marginata, también Ilamado

sarna del gladiolo (agrolink.com).

2.5.2 Podredumbre por penicillium
La podredumbre causada por el hongo Penicillium gladioli MacCulloch Et Thom, ataca
cormos dafiados y heridos en almacenamiento (Figura 6). La pudricion aparece firme, con
puntos hundidos de color café rojizo, irregulares en tamafio y forma, algunas veces
ligeramente &spera con arrugas concentricas. A bajas temperaturas, crece sobre las lesiones

un abundante moho azul verdoso. Numerosos esclerocios pueden ser encontrados en el
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tejido podrido del cormo (RPD, 1983). Parece que existe cierta relacion entre la incidencia
de la enfermedad y dafios en el manejo del bulbo durante la cosecha, cuando la epidermis

todavia no se ha endurecido (Garcia y Alfaro, 1985).

Figura 6. Dario causado en el cormo por Penicillium gladioli (RPD, 1983).

2.5.3 Botrytis
El hongo Botrytis gladiolorum Timm., produce varios sintomas sobre el cormo del
gladiolo, hundimientos ligeros y redondos, el tallo se torna marrén verdoso a manchas
oscuras desarrolladas en la superficie del cormo (Figura 7). Estas lesiones frecuentemente
parecen himedas y varian en tamafio. Ocasionalmente en la parte basal se forman
quemaduras color marron. Uno o mas haces vasculares pueden extenderse al area del tallo.
El nucleo del cormo puede pudrirse parcial o completamente. Cuando la cubierta del cormo
se remueve, eéste se torna duro como una piedra y se momifica. Cuando los cormos
infectados se plantan, algunos se pudren en el suelo. EI hongo cominmente produce
manchas en las hojas y flores, pudricion del tallo y de las hojas basales. Los tejidos

infectados pueden ser cubiertos con masas grises de esporas de Botrytis (RPD, 1983).
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Figura 7. Dafos causados por Botrytis gladiolorum en cormo(A) y hoja (B) (Bergman,
1995).

2.5.4 Curvularia
El hongo Curvularia trifolii (Kauffm.) Boedijn f. sp. gladioli Parmelee et Lutrell ataca
sobre la cubierta del bulbo, observandose manchas y rayas alargadas cuyo color va del
marrén claro al oscuro, manchas que corresponden a lesiones de forma irregular y de color
negruzco en la superficie del bulbo, que a veces penetran al interior (Figura 8). Las yemas,
sobre todo las de la parte baja del bulbo, suelen aparecer definidas por una mancha oscura.
Durante el almacenaje estas manchas contindan desarrollandose y los tejidos enfermos se
endurecen con la caracteristica de que suelen llegar a separarse de los tejidos sanos, lo que
hace que sélo en muy raras ocasiones, los bulbos se necrosen totalmente (Garcia y Alfaro,

1985).

Figura 8. Dafos en hoja de gladiolo causado por el hongo Curvularia trifolii

(prevalentfungi.org).
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2.5.5 Stromatinia
Otro hongo de importancia es Stromatinia gladioli (Drayt.) Whetz. Al principio sobre los
bulbos aparecen manchas hundidas de color marron rojizo, después evolucionan a negro,
sobre todo, en la zona de insercion de la cubierta (Figura 9). Sobre estas manchas pueden
verse los esclerocios color negro. La zona afectada parece limitada a la epidermis, con

ataques intensos el hongo se momifica (Garcia y Alfaro, 1985).

Figura 9. Dafo causado en cormos por el hongo Stromatinia gladioli (infojardin.com).

2.5.6 Roya del gladiolo
La roya del gladiolo es causada por el hongo Uromyces transversalis que se manifiestan en
el cultivo, después de la produccion de las uredias, las teliosporas son producidas como
pequefias pustulas negras alrededor de las uredias (Figura 10). EI primer sintoma de esta
enfermedad son pequefios puntos amarillentos y después el rompimiento de las paredes de
la hoja, formando pustulas de 1 mm por 1 cm. Las pustulas estan llenas de esporas de color
amarrillo-naranja y se fusionan para formar lesiones grandes. Cuando el dafio incrementa,
las lesiones se tornan de café-oscuro a negro. La diseminacion de la enfermedad se da a
partir de cormos y flores contaminadas con esporas de la roya, asi como las hojas y tallos
infectados. Las esporas pueden ser transportadas a grandes distancias por el viento y por la

movilizacion de la flor para su comercializacion (SAGARPA, 2004).
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Figura 10. Sintomas causados por el hongo Uromyces transversalis, manchas pequefias y
amarillentas (1); protuberancias de color amarillas-anaranjadas (2 y 3); conforme avanza el
dafio las lesiones se tornan color café obscuro a negro (4) (SAGARPA, 2004).

2.6 Pudricién café, marchitez o fusariosis del gladiolo
Es el complejo de enfermedad que provoca la podredumbre seca de bulbos en almacén y el
amarillamiento y marchitez de la planta en campo, debidas al hongo Fusarium oxysporum
f. sp. gladioli y que constituye el gran problema de este cultivo incidiendo en todas su
fases: pérdidas de bulbo para material de siembra, fallos en la produccién de flor, muerte de
plantas, podredumbre en almacén, etc. (Garcia y Alfaro, 1985). Es la enfermedad maés seria
y comun del gladiolo, Los cormos pueden pudrirse antes de cosecharse, en almacén, o
después de plantarse (RPD, 1983). En algunos casos no se observan sintomas sobre el
suelo, pero cuando el cormo se cosecha puede aparecer podrido, o parecer saludable pero la
pudricion se desarrolla en almacén (Heimann y Worf, 1997). Se pueden distinguir dos tipos
de sintomas: primarios, sobre el bulbo, que se pueden dar en campo o almacén y
secundarios, sobre el follaje y por lo tanto, solo aparentes en campo (Garcia y Alfaro,

1985).
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2.6.1 Sintomas en cormo
Pudricion vascular: Se desarrolla ocasionalmente, puede o no haber sintomas externos,
(algunas veces se desarrollan manchas cafés en la superficie del cormo) pero cuando el
cormo se corta a la mitad se observa el centro oscuro, extendiéndose desde la base a la parte

superior (Heimann y Worf, 1997).

Podredumbre marrén: Aparece en cualquier lugar del bulbo pero principalmente cerca de
la base, en la zona central del cormo (Figura 11). Aparecen lesiones color café o negro, el

tejido podrido es muy espeso y puede extenderse por completo.

Podredumbre basal seca: Solo se da en la base del cormo alrededor de la zona de las raices
y el tejido afectado es muy delgado, tomando una coloracion marrdén claro, que después
evoluciona al marron oscuro, con una textura escamosa cuando el cormo se seca. El area
afectada queda deprimida, existiendo una clara linea de separacion entre las partes sana y
enferma. Posteriormente las raices se necrosan cesando la emision de las raices nuevas.
Raramente la enfermedad se extiende més de 2 6 4 mm hacia el centro del cormo. Cuando
los cormos infectados se siembran, los mas enfermos se pudren en el suelo sin emerger, o
producen plantas débiles, raquiticas y con amarilleo en las hojas que rapidamente mueren

(RPD, 1983; Garcia y Alfaro, 1985).

Cormos momificados: Cuando la enfermedad estd muy avanzada se observan cormos
momificados procedentes de almacén, los cuales presentan un micelio blanco

recubriéndolos y una textura esponjosa y dura (Garcia y Alfaro, 1985) (Figura 11).
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Figura 11. Pudricion y momificacion de cormos de gladiolo causado por Fusarium

oxysporum f. sp. gladioli (Martinez, 2010).

2.6.2 Sintomas en follaje
El amarillamiento suele presentarse por los cormos afectados por podredumbre basal seca,
en estos cormos al verse afectada la zona de las raices, no se produce emisién de estas, por
lo que el desarrollo foliar solo se lleva a cabo a expensas de las reservas del cormo. Las

hojas comienzan a amarillear por su extremidad, hasta acabar secandose (Figura 12).

Las hojas en asta de toro se observan en plantas que en sus primeros estadios de su
desarrollo se curvan tomando el aspecto de cuerno con que se designa a la enfermedad
(Figura 12). Las plantas afectadas destacan claramente del resto por su forma y su tamafo

que queda raquitico; no suelen producir vara floral (Garcia & Alfaro, 1985).
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Asta de toro

Figura 12. Sintomatologia en plantas de gladiolo (A) y sintoma caracteristico: asta de toro

(B).
2.7 Fusarium oxysporum
Massey (1922), describio por primera vez, una enfermedad del bulbo del gladiolo en
conservacion causada por un hongo del género Fusarium y que posteriormente en 1926
clasifico como F. oxysporum Schl. emend var. gladioli. Mc Culloch (1944), al describir la
forma vascular lo considerd diferente al anterior, clasificAndolo como F. orthoceras App. et
Wr. var. gladioli. Durante los afios sucesivos se mantuvo una considerable confusion, hasta
que Forsberg (1955), dio el paso final, para establecer que las varias formas de enfermedad
eran producidas por el mismo agente causal. Por lo que propuso que todas las formas de
Fusarium oxysporum que causan afeccion al gladiolo debian ser incluidas sin matizacion
bajo el nombre de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (Mas.) Snyder et Hansen,

denominacién que se ha mantenido (Garcia y Alfaro, 1985).

Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita que existe en muchas formas patogénicas,

parasitando mas de 100 especies de plantas gracias a los diversos mecanismos que tiene el
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hongo para vencer las defensas de las plantas (Bosland, 1988). Es un hongo de suelo que
incluye especies patdgenas y no patdgenas. Las especies patdgenas son mejor conocidas
por causar enfermedades de marchitez en cultivos de importancia econémica (Groenewald,

2006).

Fusarium oxysporum se presenta como saprofito en el suelo, o también como patégeno
especializado, denominado forma especial, segun la planta hospedante u hospedantes
relacionados que afecte (Garcés et al., 2001). El taxdn forma especial corresponden a cepas
cuyas caracteristicas morfoldgicas y de cultivo son indistinguibles, pero muestran
diferentes propiedades fisiologicas en su habilidad para parasitar un hospedante especifico
(Booth, 1975). Por lo cual, aislamientos con el mismo rango de hospedantes, se asignan a
una forma especial. Se han reportado mas de 70 formas especiales del patogeno (Kistler,

1997).

Las formas especiales de Fusarium oxysporum se subdividen en razas fisioldgicas, con base
en su especificidad patogénica sobre determinadas variedades de una misma especie de
planta, razén por la cual las pruebas de patogenicidad y las caracteristicas de virulencia de
los aislamientos del hongo son el principal criterio para diferenciar las formas especiales de

Fusarium oxysporum y sus razas fisioldgicas (Bosland, 1988).
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2.7.1 Morfologia de Fusarium oxysporum
La morfologia de las colonias es muy variable y puede presentar dos tipos: una de tipo
micelial caracterizado por la produccion de abundante micelio aéreo, algodonosa, con una
coloracion variable, de blanco a rosado durazno, pero usualmente con un tinte pdrpura o
violeta mas intenso en la superficie del agar y pocos microconidios y una de tipo pionotal
con la formacion de poco o ningun micelio aéreo y abundantes microconidios (Booth,

1970).

El hongo produce tres clases de esporas asexuales: microconidios, macroconidios y
clamidosporas (Nelson et al., 1983). Los conidios son producidos en monofialides y en
esporodoquios, y estan dispersos libremente sobre la superficie del micelio (Griffin, 1994)

(Figura 13).

Microconidios: Esporas generalmente sin septos, ovales, elipticos o en forma de rifion
(Leslie y Summerell, 2006). Se forman sobre fidlides laterales, cortas, simples o sobre
conidioforos poco ramificados. Los microconidios tienen de 5-12 um de largo por 2.5-3.5

pm de ancho (Nelson, 1981) (Figura 13).

Macroconidios: Esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas, moderadamente curvadas
en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5 septos transversales, con la célula basal
elongada y la célula apical atenuada; tienen un tamafio de 27-46 um de largo por 3-4.5 um
de ancho (Nelson, 1981) (Figura 14). Son producidos abundantemente y germinan

rapidamente, haciendo la reproduccion del hongo eficiente (Schippers y van Eck, 1981).
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Clamidosporas: Esporas formadas a partir de la condensacién del contenido de las hifas y
de los conidios, de paredes gruesas (Figura 14). Se forman simples o en pares, terminales o
intercalares; poseen un tamafio de 5-15 um de diametro (Nelson, 1981). Gracias a ellas el
hongo sobrevive en condiciones ambientales desfavorables y en el suelo como saprofito de

vida libre en ausencia de plantas hospederas (Garret, 1977).

Hasta el momento no se conoce la fase perfecta del hongo (Leslie y Summerell, 2006).

Monofialide

<+—+— Macroconidio
Microconidio —— QO E%

Figura 13. Conidios de Fusarium oxysporum formados en fialides (gefor.com).

- N L
Figura 14. Macroconidios (A) Clamidosporas (B) de Fusarium oxysporum (Ellis, 2011,

Garder, 1980).
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2.8 Manejo de la enfermedad
El manejo de la marchitez por fusarium se alcanza principalmente a través de la fumigacion
del suelo y cultivares resistentes, éste ultimo se considera el método de control mas seguro,
sin embargo, esta limitado a su costo y a su disponibilidad (Fravel et al, 2003). En caso que
no haya un tratamiento para la fusariosis la enfermedad se maneja previniendo la
introduccion del patdgeno, la destruccion de plantas enfermas y el aislamiento de plantas

susceptibles de sitios infectados (Simone y Cashion, 1996).

2.8.1 Labores culturales
Un elemento importante para evitar enfermedades es tener en cuenta la preparacion fisica
del suelo, la nutricion y una buena planificacion de los cultivos (Millan, 2008). Para el caso
de la fusariosis se recomienda la rotacion de cultivos durante cinco afios 0 mas, secado
rapido de los cormos, encalado de los suelos (Andnimo, 2010). Abadie et al. (1998),
evaluaron el nivel de supresividad de fusarium, causante de la marchitez de la palma de
aceite, en relacion al cultivo de una leguminosa usada como cubierta vegetal (Pueraria
javanica). Este cultivo resulté en un incremento significante en la cantidad de supresividad.
Esto se correlacion6 con un incremento en la densidad de poblacion de Fusarium spp. y F.
oxysporum. Los cambios en las densidades poblacionales de F. oxysporum no se asociaron
con algin cambio en la estructura de estas poblaciones. Asi mismo, los grados
incrementados en la supresividad del suelo inducida por el cultivo de esta cubierta vegetal
podria ser atribuido a los cambios cuantitativos y no cualitativos afectando la poblacion de
F. oxysporum. Los suelos supresivos a la marchitez por fusarium han sido atribuidos a la

influencia de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (Amir y Alabouvette, 1993; Hoper
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y Alabouvette, 1996) a la microflora (Scher y Baker, 1980) o ambas (Cook y Baker, 1983).
Entre los microorganismos de suelo las poblaciones de F. oxysporum no patogénicos estan
particularmente implicados en la supresividad del suelo a la marchitez de fusarium (Rouxel
et al., 1979). Riaz et al. (2009a), evaluaron el efecto del co-cultivo y la rotacion de cultivos
sobre el crecimiento y la pudricion del cormo del gladiolo (cultivar Aarti). En un
experimento en campo, el gladiolo se co-cultivo con otros 10 cultivos. Destacando las
especies vegetales girasol (Helianthus annuus) y cempasuchil (Tagetes erectus L.), al
reducir la incidencia de la enfermedad significativamente méas que las otras especies. En un
segundo experimento, las especies vegetales se sembraron en rotacion con el gladiolo, estas
especies se cosecharon y posteriormente, el suelo se inoculé con F. oxysporum f. sp.
gladioli y una semana después se cultivo gladiolo. La alta supresién de la incidencia de la
enfermedad fue registrada con cempasuchil (53 %) seguida por la col china (Brassica
campestris) (49 %). Por lo que sugieren que la pudricion del cormo puede ser manejado co-
cultivando el gladiolo con los cultivos girasol y cempasuchil o el cultivo de cempasuchil y

col china en rotacion.

2.8.2 Control quimico
Los fungicidas que presentan mayor efectividad contra esta enfermedad son Benomilo,
Captéan y Tiabendazol, pero su uso constante y repetido ha causado resistencia, ante esta
situacion se utilizan nuevos quimicos como Procloraz y cobre sistémico (CESVMOR,
2005). Los fungicidas como el Benlate, solo abaten temporalmente la poblacién, ya sea
porque muchas esporas sean capaces de evadir la accion fungicida, o porque los mismos

fungicidas que pueden actuar como agentes mutagénicos, dan como resultado que las
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esporas adquieran resistencia (Romero, 1994). Para el control de la fusariosis se
recomiendan tratamientos preventivos con Procloraz, presentados como polvos de Tiram,

Procimidone, etc. (Anonimo, 2010).

Chung et al. (2009) evalu6 in vitro la sensibilidad de seis aislados de F. oxysporum f. sp.
gladioli al benomilo, al metil tiofanato, carbendazim y tiabendazol. Uno fue altamente
resistente, cuatro fueron moderadamente resistentes y uno altamente sensible al benomilo.
Cinco fueron altamente resistentes al metil tiofanato, cuatro fueron sensibles y uno
altamente sensible al carbendazim y los seis aislados fueron sensibles al tiabendazol. Ram
et al. (2004) evalud soluciones fungicidas para controlar la fusariosis en cormos de
gladiolo. El benomilo dio los mejores resultados seguido del captan y el carbendazim. Para
mejorar los resultados, los autores disminuyeron el pH de las solucion fungicida de
Benomilo 2 % + Captan 2 % con é&cido acético, acido ascorbico y ethephon. La
disminucion del pH de la solucion fungicida usando los tres quimicos redujo
significativamente la incidencia de la enfermedad, también mostraron efectos benéficos

sobre la floracion, produccion de cormos y cormillos.

2.8.3 Control térmico
Magie (1968), evalué el efecto de cormos no curados en almacenamiento sobre la
produccion de flores, nuevos cormos y control de F. oxysporum f. sp. gladioli, en una
variedad resistente y una susceptible. Parte de los cormos se limpiaron y se trataron
quimicamente después de la cosecha y se pusieron inmediatamente en almacenamiento,
otra parte de los cormos se curaron por una semana a 32 °C. En el caso de la variedad

resistente, la produccién de flores y cormos no se afectd por el curado de los cormos, sin
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embargo, en la variedad susceptible el curado, produjo mas flores y cormos de mayor
tamano. EI mejor control para la enfermedad y mayor produccion se obtuvo limpiando y
tratando los cormos después de ser cosechados o por el curado de los cormos a 32 °C por

una semana seguido del limpiado y tratado de los mismos.

Vigodsky (1970), comprob6 que al sumergir los cormos a una temperatura de 57 °C por 30
min se redujo la incidencia de F. oxysporum f. sp. gladioli. Realiz6 un experimento para
conocer la tolerancia de los cormos al agua caliente, los cuales almacené a 35 °C durante
un mes, posteriormente los sumergié en agua a 57 °C. Utiliz6 dos variedades, en la primera
variedad (Spic y Span) se disminuyd el porcentaje de emergencia de la planta, la floracién y
la obtencidn de cormillos. A diferencia de la segunda (Valeria) en el que el porcentaje de

emergencia y la obtencion de cormillos aumento respecto al testigo.

2.8.4 Control biologico
Magie (1980), inoculé cormos de gladiolo con ciertos aislados de F. moniliforme
“Subglutinans” Snyd. & Hans. y F. solani, protegiéndolos de la infeccion por F. oxysporum
f. sp. gladioli. Los resultados indicaron que los programas de control de Fusarium podrian
considerar las condiciones del suelo y la inoculacion de los cormos con antagonistas como
un control bioldgico. La proteccion de propagulos libres de patdgenos por inoculaciéon de
no patdgenos podria ser importante en controlar patdgenos de suelo sobre poblaciones
propagadas clonalmente. El control biologico e integrado de F. oxysporum con
Trichoderma virens Miller, Giddens & Foster, carboxina y la combinacion de ambos,
redujeron significativamente la incidencia de la enfermedad en condiciones de campo e

invernadero (Mishra et al., 2000). Forsyth et al. (2006), obtuvieron aislados de F.
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oxysporum de raices de banana, estos aislados se caracterizaron genéticamente y se
compararon con un aislado de F. oxysporum previamente identificado como capaz de
suprimir la marchitez de banano por Fusarium en invernadero. Se utilizaron tres aislados
adicionales (BRIP 29089, 29093 y 45952) para evaluar la supresion de la marchitez
causada por F. oxysporum f. sp. cubense en dos cultivares. El aislado BRIP 29089 se
identific6 como un organismo potencial de biocontrol, ya que los cultivares Cavendish y
Lady Finger desarrollaron decoloracién vascular del cormo menor a 30 % en 25 % y 20 %
de sus plantas respectivamente. Sin embargo el aislado BRIP 45952 incrementd la
severidad de la enfermedad en el cultivar Cavendish, pues se observd que el 50 % de las
plantas mostraron un decoloracién vascular del cormo mayor a 30 %. Fernandez y Suarez
(2009) evaluaron in vitro la capacidad antagonica de seis aislamientos de Trichoderma
harzianum Rifai sobre F. oxysporum Schlechtf. sp. passiflorae causante de la marchitez del
maracuyd. Todos los aislamientos de T. harzianum superaron en crecimiento a F.
oxysporum, en cultivo dual. Shanmugam et al. (2011), evaluaron una formulacién a base de
talco con una mezcla de rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR), inhibidoras del
crecimiento de F. oxysporum f. sp. gladioli. Las cepas que utilizaron fueron S2BC-2
(Bacillus atrophaeus) y (Burkholderia cepacia). Los cormos se sumergieron en una
solucién de la formulacién de talco (20 g L™) por 12 h y se secaron a temperatura ambiente
por 30 min y sembrados. Después de 45 dias de la siembra se inoculd F. oxysporum f. sp.
gladioli crecido en harina de maiz. La formulacion de talco se incorporé al suelo 75 dias
después de la siembra y posteriormente en intervalos de 15 dias. Los experimentos en
invernadero y campo mostraron una maxima produccion de la espiga floral (100 y 58.3 %,

respectivamente) y cormos (150 y 27.4 %). Se observd una reduccion de la marchitez
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vascular (73.6 y 48.6 %) e incidencia de pudricién del cormo (54.8 y 46.1 %), respecto a
los controles. Los autores atribuyen la reduccion de la incidencia de la enfermedad a la
induccion de productos de defensa tales como quitinasa, [Il3 glucanasa, peroxidasa y

polifenol oxidasa.

2.8.5 Tratamientos combinados
Sharma y Tripathi (2008), evaluaron in vitro e in vivo, agua caliente, UV-C y aceite
esencial de la planta de Chan (Hyptis suaveolens) solos y combinados, sobre el control de
F. oxysporum f.sp. gladioli. En el experimento in vitro, se observo que el tratamiento con
agua caliente a 55 °C por 25 min 6 el tratamiento con UV-C a una dosis de 3.63 KJ m?,
fueron suficientes para inhibir la germinacion de los conidios. El tratamiento del aceite
esencial a una dosis de 0.6 uL cm™ inhibié completamente el crecimiento del hongo, y una
dosis de 0.4 pL cm™ la germinacién de los conidios. En el experimento in vivo, los cormos
de la variedad “Friendship Pink” se inocularon con una solucién de esporas (10° esporas
mL™). Cada tratamiento se aplicé, solo y combinado, y almacenado de 4 a 12 semanas. El
tratamiento con agua caliente a 55 °C por 30 min, redujo significativamente las CFU
comparadas con el control. El tratamiento con UV-C a una dosis de 4.98 KJ m? fue
suficiente para reducir la poblacion del hongo. El tratamiento con aceite esencial a 0.8 pL
cm  fue efectivo en la reduccién del patégeno en cormos de 2 semanas de
almacenamiento. El tratamiento integrado con agua caliente (55 °C/30 min), UV-C (4.98
KJ m?) y aceite esencial de H. suaveolens (0.8 uL cm™) por dos semanas fue més
prometedor que los tratamientos solos, después de 4 y 12 semanas. Lira et al. (2006)

evaluaron in vitro la actividad antifingica de extracto de resina hidrosoluble de
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gobernadora (Larrea tridentata) y soluciones de quitosano, solos y combinados contra B.
cinerea, Colletrotichum coccodes y F. oxysporum f. sp. lycopersici. Que se aislaron de
rosas de invernaderos y de lotes comerciales de papa y tomate, respectivamente. Ambos
bioproductos manifestaron su efecto fungicida a 1,000 y 2,000 i L L™, sin embargo, cuando

se combinaron mostraron una actividad fungicida sinérgica.

2.8.6 Aceites esenciales
Barrera y Garcia (2008) evaluaron in vitro el efecto antifingico de aceites esenciales y sus
compuestos en la inhibicion de Fusarium sp., aislado de papaya (Carica papaya). Durante
ocho dias de incubacion se midid el diametro de la colonia y se determiné la tasa de
crecimiento micelial. EI mejor efecto antifingico se observd con el aceite de tomillo
(Thymus vulgaris), el cual presentd una total inhibicién a 200, 250 y 300 ug mL™. Con los
aceites de canela (Cinnamomum zeylanicum), clavo (Syzygium aromaticum) y epazote
(Chenopodium ambrosioides), hubo una inhibicion del crecimiento micelial de éste
microorganismo la cual fue dependiente de la dosis al incrementarla de 100 a 300 pg/ml.
Todos los compuestos con excepcion del cineol tuvieron un efecto fungicida o fungistatico.
Barrera et al. (2009) investigaron in vitro el efecto antifingico de aceites esenciales y sus
compuestos sobre la inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum f.sp. gladioli. En
general, se observd un efecto antifungico significativo con canela, tomillo y clavo, los
cuales mostraron una total inhibicion del crecimiento micelial del hongo a una
concentracion de 100, 150, 200, 250 y 300 ppm. Los aceites de epazote, menta (Mentha
piperita) y mandarina (Citrus aurantifolia), mostraron una inhibicion del crecimiento

micelial dependiente de la dosis al incrementarla de 100 a 300 pg/ml.
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2.8.7 Extractos vegetales
Existen plantas que no son atacadas por enfermedades ni plagas y muchas de ellas pueden

ser utilizadas como repelentes o en aplicaciones de macerados (Millan, 2008).

Riaz et al. (2008), evaluaron in vitro el efecto antifingico de extractos de trigo (Triticum
aestivum), maiz (Zea mays), girasol (Helianthus annus), chile (Capsicum annum), cebolla
(Allium cepa) y cempasuchil (Tagetes erectus) sobre el crecimiento de F. oxysporum f.sp.
gladioli a diferentes concentraciones (2, 4, 6 y 8 %). Los extractos de cempasuchil, girasol
y chile fueron altamente efectivos en la reduccion de la biomasa fangica en 54-79 %, 33-85
% y 45-57 % respectivamente. La concentracion mas alta del extracto de cebolla suprimio
la biomasa fungica en un 73 %. Gardufio et al. (2009) evaluaron in vitro la actividad
fungicida o fungistatica de polvos de hojas (20 mg mL™) y extractos acuosos, metanélicos
y hexanicos (5 %) de quince especies de plantas mexicanas sobre el desarrollo de F.
oxysporum f.sp. gladioli en medio agar papa dextrosa (PDA). Doce especies de plantas
mostraron actividad antifangica. El extracto hexanico de epazote (Chenopodium
ambrosioides), el extracto metanolico de ciruela mexicana (Spondias purpurea) y guayaba
(Psidium guajava), asi como el extracto acuoso de guaje (Leucaena esculenta) y cuahulote
(Guazuma ulmifolia) inhibieron el crecimiento micelial mayor a 50 %. Sin embargo, el 80
% de los polvos de plantas incremento la velocidad de crecimiento micelial del hongo. Por
lo que se concluyd, que la diversidad quimica de las plantas analizadas, afectaron de forma
diferente el desarrollo del hongo, quiza por compuestos individuales o por sinergismo de
alguno de ellos. Riaz et al. (2009), evaluaron in vivo seis especies de plantas, nim

(Azadirachta indica), alstonia (Alstonia scholaris), jena (Lawsonia alba), cebolla (Allium
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cepa), ajo (A. sativum), jengibre (Zingiber officinale) y un fungicida sistémico
(carbendazim) para el manejo de la pudricion del cormo del gladiolo. Cormos sanos se
sumergieron en los extractos acuosos a 5, 10, 15 y 20 g 100 mL™ por 30 min de las seis
especies de plantas, posteriormente se sembraron en macetas. La dosis recomendada del
fungicida quimico redujo significativamente la incidencia de la enfermedad en un 13 % y el
numero de lesiones a 6 por cormo comparado con el control (54 lesiones). Los extractos
acuosos cebolla, ajo y el extracto de jengibre mostraron el mejor manejo de la enfermedad
que la dosis recomendada de carbendazim. También, los extractos vegetales y el fungicida
potenciaron el crecimiento del follaje de la planta comparado con el control. Riaz et al.
(2010), realizaron dos experimentos para investigar el potencial de diferentes plantas
alelopaticas para el manejo de la pudricion del cormo del gladiolo causado por F.
oxysporum f. sp. gladioli. En el primer experimento, se utilizaron hojas de eucalipto
(Eucalyptus citriodora), jambul (Syzygium cumini), mastuerzo (Coronopus didymus),
cenizo (Chenopodium album), cebollin (Cyperus rotundus), las cuales se incorporaron al
suelo a 2, 4 y 6 g 100 gde suelo. En el segundo experimento las hojas de nim, alstonia,
falsa altamisa (Parthenium hysterophorus), caangay (Ageratum conyzoides) y cebolla, se
esparcieron sobre la superficie del suelo a una concentracién de 4 g 100 g de suelo.
Obteniendo que ambos tratamientos redujeron significativamente la incidencia de la
enfermedad y el nimero de lesiones sobre los cormos. Todos los tratamientos redujeron
significativamente la incidencia de la enfermedad y el nimero de lesiones por cormo. La
incorporacion de cebollin en las dosis 2 y 4 % potenciaron significativamente la biomasa
del follaje. Todos los tratamientos del segundo experimento, potenciaron significativamente

la altura y la biomasa de la planta.
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2.8.8 Quitosano
El quitosano es un biopolimero derivado de la quitina el cual es muy similar a la celulosa.
Este polisacarido cationico de alto peso molecular que se produce en las paredes celulares
de los hongos y en el exoesqueleto de artropodos, ha sido considerado como una alternativa
valida para los fungicidas sintéticos (Romanazzi et al., 2003). Tiene una comprobada
actividad fungicida, y una posible explicacion se relaciona con alteraciones morfoldgicas y
citoldgicas. Garcia y Bautista (2009) observaron que el quitosano e isotiocianato de fenilo,
tuvieron un efecto fungicida sobre el hongo F. oxysporum f. sp. gladioli. Este
microorganismo incubado en medio PDA y quitosano de bajo peso molecular en
concentraciones de 0.5 hasta 2.0 mg mL™, redujo su crecimiento micelial hasta su total
inhibicidn. Asi mismo, el hongo incubado en medios de cultivo PDA y V8 con discos de
isotiocianatos de fenilo, a concentraciones de 0.5 y 0.1 mg mL™, tuvo una inhibicién
micelial mayor del 65%. Garcia (2010) observo por microscopia electrénica de barrido el
efecto del quitosano y del isotiocianato de fenilo en la morfologia de F. oxysporum f. sp.
gladioli. Cuando el hongo se tratd con el quitosano y el isotiocianato de fenilo, el micelio
fue escaso y muy delgado y en ambos casos, la formacién de sus estructuras reproductoras
fue casi nula, en comparacion con el testigo donde el micelio se desarroll6 en forma densa,
con apariencia gruesa, dando lugar a estructuras caracteristicas del hongo como los

conidi6foros.
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3. Justificacion
El cultivo de gladiolo es de gran importancia economica ya que del total del la superficie
destinada al cultivo de flores, el 25 % es utilizada para el cultivo de gladiolo. El estado de
Morelos es de los principales productores de esta flor, aproximadamente 90 familias
dependen econdémicamente del cultivo, genera empleo a jornaleros agricolas (40
jornales/ha), a transportistas y comerciantes. El valor de la produccion se estima en mas de
$ 150 millones de pesos. La pudricién café del gladiolo es el principal problema de este
cultivo, ocasiona dafios del 40 al 60 % en cormos en almacenamiento y en campo las
plantas producen flores de mala calidad, lo que demerita su valor comercial, en casos
severos la planta muere, lo que provoca graves perdidas economicas entre los productores
de dicha flor. El uso de fungicidas quimicos es cada vez mas ineficiente y la enfermedad es
mas dificil de combatir. Su uso irracional ha generado desequilibrios ecoldgicos y la
resistencia del patdgeno. Se demostré que el extracto metandlico de ciruela mexicana,
guayaba y nanche y el quitosano tienen actividad fungicida in vitro contra Fusarium
oxysporum f. sp. gladioli. Por tal motivo, dichos productos naturales representan una
alternativa para el manejo de la enfermedad en cormos y plantas de gladiolo bajo

condiciones controladas y evaluar su efecto antifungico in vivo.
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4. Objetivo general

Evaluar la actividad antifungica de extractos vegetales y del quitosano sobre el desarrollo

de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en cormos y plantas de gladiolo cultivadas en

invernadero.

4.1 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de extractos metandlicos de ciruela mexicana (Spondias
purpurea), guayaba (Psidium guajava) y nanche (Byrsonimia crassifolia) al 2.5 y
5% sobre el desarrollo de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en cormos y plantas
de gladiolo cultivadas en diferentes suelos, inoculados con solucién de esporas y
micelio en condiciones de invernadero.

Evaluar el efecto de la aplicacion de quitosano (1.5 mg mL™) sobre el desarrollo de
Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en cormos y plantas de gladiolo cultivadas en
invernadero.

Evaluar el efecto del extracto con los mejores resultados en combinacion con el
quitosano sobre el desarrollo de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en cormos
inoculados con micelio, cultivadas en suelo estéril y no estéril en condiciones de
invernadero.

Realizar el andlisis fitoquimico de los extractos vegetales e identificar los

compuestos con posible actividad fungicida.
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5. Materiales y métodos

5.1 Obtencion de los extractos vegetales
Colecta del material vegetal: El material vegetal se colectd en el municipio de Yautepec
Morelos. Las hojas de nanche se colectaron de un huerto familiar en la colonia Jacarandas
(Chile Verde), las de ciruela de arboles empleados como cercos vivos en una parcela de la
colonia Atlihuayan y las de guayaba de arboles del Centro de Desarrollo de Productos
Bidticos (Figura 15). Las hojas de cada especie que se eligieron fueron las que mostraron
apariencia saludable, sin dafio mecanico o sintomas de enfermedad. Aproximadamente 30

kg de cada especie vegetal se colectaron para obtener 3 kg de peso seco.

Figura 15. Especies vegetales colectadas A) ciruela, B) nanche y C) guayaba.

Preparacion del polvo vegetal: Para la obtencion de los polvos y preparacion de los
extractos se siguid la metodologia descrita por Gardufio et al. (2009), con algunas
modificaciones. Las hojas de cada especie vegetal se lavaron con agua corriente para
eliminar el exceso de suciedad o polvo y se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO)
al 1 % por 10 min (Figura 16). Las hojas se enjuagaron con agua destilada, se colocaron en

papel secante para eliminar el exceso de agua y se secaron en una estufa a 40 °C por 24 a
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48 h. El material vegetal seco, se moli6 en un molino de martillos y los polvos se guardaron

en frascos color &mbar.

Figura 16. Lavado, secado y molido del material vegetal.

Preparacion del extracto: El polvo vegetal se colocé en un matraz bola fondo plano (cada
uno por separado) y se le adicion6 metanol en una proporcion 1:5 w/v (Figura 17). Este
preparado se agito manualmente durante 5 min y se dejé macerar por 24 h. El macerado se
filtr6 con papel Whatman No. 10 y la mezcla filtrada se concentr6 en un rotavapor
(BuchiWater bath B-480) a 60 °C. Cada concentrado se coloco en frascos color ambar y se
dejo destapado a temperatura ambiente hasta que el solvente se evaporé en su totalidad (24

a 48 h) y se guardaron a 4 °C hasta su uso.

Preparacion del quitosano: La solucion de quitosano 1.5 % p/v se prepard de acuerdo a la
metodologia descrita por Ramos et al. (2009) (Figura 18). Se pesaron 30 g de quitosano
grado reactivo de peso molecular medio (Sigma-Aldrich®) y se colocaron en un vaso de
precipitados con 1000 mL de agua destilada, se le adicion6 10 mL de acido acético y se
dejo en agitacion constante durante 24 h, posteriormente se ajusto el pH a 5.5 (Horiba F-
51), se le agregaron 70 mL de hidroxido de sodio (0.1 N) en fracciones de 10 mL. Una vez

ajustado el pH se afor6 con agua destilada a 2000 mL.
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Polvo vegetal Maceracion

Concentracién Almacenamiento

Figura 17. Procedimiento para la preparacion de los extractos metandlicos.

Pesado

Ajuste de pH

Quitosano al 1.5 %

Figura 18. Preparacion del quitosano.
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5.2 Preparacion del suelo
Suelo esteéril: Para la esterilizacion del suelo se siguio la metodologia descrita por Cérdova
(2010). Una mezcla homogénea se prepard con tierra de monte y arena en una proporcion
2:1 y cernida con un tamiz del No. 10. La mezcla de suelo se colocé en bolsas de
polietileno de 5 kg y se esterilizé en autoclave 2 veces a 15 Lb de presion durante 3 h a 120
°C (Figura 19). Las macetas de plastico de 5Kg se lavaron y desinfectaron con NaClO al

1% por 10 minutos y se llenaron con el suelo.

Figura 19. Tamizado, esterilizado y llenado de macetas con el suelo.

Colecta de suelo de campo: Se hicieron dos colectas de suelo, la primera colecta se hizo en
una parcela que presentd problemas severos de fusariosis (comunicacion personal), del
municipio de Yautepec en el poblado de Campo Nuevo. La segunda colecta se llevd a cabo
en el Municipio de Anenecuilco, en el campo Clazayanca, la colecta se hizo en areas donde
las plantas presentaban sintomas caracteristicos de fusariosis (Figura 20). Las muestras de
suelo se llevaron al laboratorio de Fitopatologia Poscosecha del Centro de Desarrollo de
Productos Bioticos, donde se hicieron andlisis microbioldgicos para evaluar el nimero de

colonias de Fusarium presentes en el suelo.
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Figura 20. Colecta de suelo en los municipios de Yautepec y Anenecuilco.

5.3 Inoculacion de los cormos
Preparacion del inoculo: Se utilizd6 una cepa de Fusarium oxysporum f.sp. gladioli
previamente identificada morfolégica y molecularmente (Cérdova, 2010). Esta cepa se
inoculd en cormos sanos y se colocaron en camaras humedas para su reaislamiento. El
micelio se coloco en medio PDA y se dejo crecer durante 10 a 15 dias (Figura 21). También
se sembraron discos de micelio crecido en PDA en caldo papa dextrosa (PDB) y se dejaron

en agitacion constante hasta el desarrollo de micelio.

e 4

Figura 21. Preparacion del inoculo en PDA y PDB.

Inoculacion de los cormos: Se utilizaron cormos de la variedad “Blanca Espuma”, que
estuvieran visiblemente sanos, sin dafio mecénico o sintomas de enfermedad. Para la
inoculacion se siguié la metodologia descrita por Martinez (2010), con algunas

modificaciones (Figura 22).
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1. Los cormos se lesionaron haciendo punciones en la parte basal con una aguja estéril
y se sumergieron en una solucién de esporas (10°) por 48 h.

2. Los cormos se lesionaron haciendo un orificio en la parte basal con un sacabocados.
Se obtuvo el micelio del cultivo crecido en PDB y se coloc6 en el orificio del
cormo.

3. Los cormos inoculados se pusieron en camara humeda por 48 h para después

tratarlos con los extractos.

Lesidon .,
Inoculacién en sol.
de esporas

Cormos sanos . ,
Cdmara humeda

k’ Inoculacién con | }‘

Lesion micelio

Figura 22. Métodos de inoculacion de los cormos.
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5.4 Tratamiento de los cormos
Con los extractos de ciruela, nanche y guayaba se prepararon soluciones al 2.5 y 5%
(Figura 23). Los cormos preinoculados se trataron con los extractos, con el quitosano al 1.5
% y una combinacion del extracto de guayaba al 2.5 % y quitosano durante 30 min, se
colocaron en papel secante y se sembraron a 5 cm de profundidad en macetas con el suelo
estéril o suelo de campo. Se incluyé un control con agua y uno con fungicida comercial

(Sportak) a 3 mL L™ por 15 min.

Tratamiento con los
extractos y el quitosano

Colocacién en papel
secante

Preparacion de las
soluciones

Tratamiento con
fungicida y agua

Siembra

Figura 23. Preparacion de los extractos y aplicacion de los tratamientos a los cormos.
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5.5 Variables evaluadas

A nivel de cormo las variables que se evaluaron son:

Dias de emergencia: dias transcurridos desde la siembra hasta el momento de la
germinacion del cormo (experimentos 1, 2, 3y 4).

Severidad de la enfermedad: los cormos se evaluaron mediante la escala propuesta
por Martinez (2010) (Cuadro 3). Los cormos se partieron a la mitad mediante un
corte transversal y se observo el dafio causado por F. oxysporum f. sp. gladioli, al

cual se le asigno6 un valor numérico (experimentos 1y 2).

Cuadro 3. Escala para evaluar la severidad de la enfermedad en el cormo.

indice % dafio
0 0 % de dafio
1 1-20 % de dafio
2 21-40 % de dafio
3 41-60 % de dafo
4 >60 % de dafio

Fuente: (Martinez, 2010).

Porcentaje de infeccion en cormo: A los cormos se les realizé un corte transversal y
se tomo una fotografia digital para cada cormo de cada tratamiento. Las fotografias
se analizaron mediante el programa computacional Image Tool 3.00, el area
infectada se midié en cm?y se transformé a porcentaje en relacion al area total de

cada cormo (experimentos 3y 4).
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¢ Incidencia: se calculo el porcentaje de cormos enfermos respecto al total de cormos

sanos (experimentos 1, 2, 3y 4).
Las variables que se evaluaron en el desarrollo de la planta fueron:

e Severidad de la enfermedad: esta variable se calculd6 mediante la escala propuesta
por Mendoza-Zamora (1997) (Cuadro 4). Durante la floracion de la planta, se
observo el sintoma que presento y se le asign6 un valor numérico (experimentos 1,

2,3y4).

Cuadro 4. Escala para evaluar la severidad de la enfermedad en la planta.

indice Sintoma

1 Sintomas foliares no visibles

2 Amarilleo en punta de hojas

3 Amarilleo y epinastia
4 Marchitamiento

5 Achaparramiento

6 Planta muerta

Fuente (Mendoza-Zamora, 1997)

e Altura de la planta: las plantas se midieron desde la base del tallo floral hasta la hoja

mas larga de la planta (experimentos 2 y 3).

e Desarrollo de la espiga floral: se calcul6 el porcentaje de plantas que desarrollaron

la espiga floral (experimentos 1, 3y 4).

44



e Numero de hojas: se conto el nimero de hojas que desarrollo cada planta de cada
tratamiento (experimentos 3y 4).
e Incidencia: se calculd el desarrollo de la enfermedad tomando el porcentaje de

plantas enfermas respecto al total de plantas sanas (experimentos 1, 3y 4).

5.6 Disefio experimental y analisis estadistico
Para los experimentos 1, 2 y 3 se sembraron dos cormos por maceta, con doce repeticiones
para cada tratamiento. En el experimento 4 se sembré un cormo por maceta con 10

repeticiones para cada tratamiento, el disefio fue completamente al azar.

Los datos de tiempo de emergencia (dias), niumero de hojas, altura de la planta (cm), se
analizaron por medio de una Anova simple y una Anova de dos vias para los experimentos
2 y 4. Para analizar los datos de porcentaje de infeccion, severidad de la enfermedad en
cormo Yy planta se usé una prueba de Kruskal-Wallis, dependiendo de la naturaleza de los
datos y cuando fue apropiado, se utilizd una prueba de separacion de medias. Para analizar
los datos de presencia de espiga floral e incidencia se utilizo la prueba de X% Todos los

analisis se realizaron con el programa estadistico Sigma Stat versién 3.5.
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Cuadro 5. Resumen de los tratamientos y variables evaluadas en cada tratamiento

Experimento Tratamientos n Método de Suelo Variables evaluadas
inoculacion
En cormos: tiempo de
Efecto de la aplicacion de extractos emergencia, severidad,
. L incidencia
vegetales en cormos preinoculados 12 Sol. esporas Estéril
con solucibn de esporas .
sembrados en suelo estérillO g Extracto vegetal En  planta: _severldad,
desarrollo de espiga floral,
2.5y 5%: incidencia
ciruela
Efecto de la aplicacion de extractos guayaba
vegetales en cormos preinoculados nanche 12 Sol En cormos: tiempo de
con solucidn de esporas y micelio y ) ol. e_sp(l)_ras Yautepec  emergencia, severidad,
sembrados en suelo colectado de Controles: y micetio incidencia
campo Fungicida
Agua
En cormos: tiempo de
Efecto de la aplicacion de extractos gm~erg§anc_|(;:1, _porcentaje de
vegetales en cormos preinoculados 12 Micelio A . ano, Inct .enC|a .
con micelio y sembrados en suelo nenecuilco En planta: severidad, altura
lectado de campo de .Ia planta, des,arrollo de
co espiga floral, numero de
hojas incidencia
guayaba 2.5% En cormos: tiempo de
Efecto de la aplicacion de extractos Quitosano 1.5% emergencia, porcentaje de
vegetales y quitosano en cormos guayaba + quitosano 10 Micelio Anenecuilco dafo, incidencia
preinoculados con micelio vy Controles (estérilyno En planta: severidad, altura
sembrados en suelo estéril y no Fungicida estéril) de la planta, desarrollo de
estéril Agua espiga floral, ndmero de

hojas, incidencia
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5.7 Analisis fitoquimico de extractos vegetales por Cromatografia de Gases y
Espectrometria de Masas (CG-EM).
La CG-EM de los extractos vegetales se realizo en el Centro de Investigaciones Quimicas

de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (C.1.Q.-U.A.E.M).

Se prepar6 una solucion de 5 mg de cada muestra en 0.5 mL de metanol. Se inyectd 1 pL
de esta solucion al cromatografo de gases (Agilent serie 6890) acoplado a un detector de
masas (Agilent serie 5973 N) con técnica de ionizacion por impacto electronico a 70 Ev
(Electrovoltios). Una columna Agilent Technologies, Inc. HP 5MS de 25m x 0.2 mm X
0.33um se utilizd con una fase estacionaria de fenil metilpolisiloxano al 5%. El gas
acarreador fue helio de alta pureza que se inyectd a una velocidad de ImL/min a 260 °C,
durante 20 min. Se trabajo con un modo splitless 10:1 y con la linea de transferencia de
masas MSD a 280 °C. Para la identificacion de cada componente de las mezclas, los datos
se compararon con los reportados en una base de datos (NITS.MS Version 1.72) incluida en

el equipo.
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6. Resultados

6.1 Experimento 1. Efecto de la aplicacion de extractos vegetales en cormos
preinoculados con solucién de esporas y sembrados en suelo estéril

A los 25 dias de la siembra, se extrajo un cormo por maceta de cada tratamiento, se hizo un

corte transversal y no se observaron dafos causados por F. oxysporum f. sp. gladioli. Por lo

que la incidencia y severidad de la enfermedad fue igual a cero (Figura 24).

Figura 24. Cormos visiblemente sanos, no se infectaron con F. oxysporum f. sp. gladioli.

Los sintomas de la enfermedad se observaron durante la floracion de las plantas, es decir 90
dias despues de la siembra (Figura 25). Todos los tratamientos mostraron el 100 % de
incidencia de la enfermedad incluyendo el tratamiento con el fungicida. Respecto a la
severidad no se observaron diferencias estadisticas (P=0.097) entre los tratamientos, sin

embargo, la mayoria de las plantas presentaron una severidad igual a 2.
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Figura 25. Amarillamiento en punta de hojas, sintoma caracteristico de la fusariosis.

En el cuadro 6 se muestra que con el extracto de nanche al 2.5 % los cormos germinaron a

los 8.5 dias despues de la siembra, pero con el extracto de ciruela a la misma concentracion

germinaron a los 14.5 dias (P<0.025). El extracto de guayaba al 5% estimuld la floracion

hasta en un 75% de las plantas en comparacion con el fungicida y agua (P= <0.001).

Cuadro 6. Efecto de los extractos vegetales en los dias de emergencia y desarrollo de la

espiga floral.
2 .

Tratamiento 'Emergencia (dias) Desarrollo ((12;3 spiga floral
Ciruela 2.5% 145+48b 42 cb
Ciruela 5% 95+6.8ab 17 ab
Guayaba 2.5% 11.3+54ab 42 cb
Guayaba 5% 116+4.2ab 75¢
Nanche 2.5% 85+15a 42 cb
Nanche 5% 123+ 34 ab 42 cb
Fungicida 10.1+£3.4ab 33b
Agua 11.8+39ab 17a

"Kruskal Wallis H = 16.050, N= 12, gl= 7, P = 0.025; “X*

49



6.2 Experimento 2: Efecto de la aplicacion de extractos vegetales en cormos
preinoculados con solucion de esporas y micelio y sembrados en suelo
colectado de campo

En relacion a la severidad de la enfermedad se observaron indices de severidad variables y
la escala utilizada no permitio encontrar diferencias estadisticas significativas. Respecto a
la incidencia de la enfermedad, los tratamientos inoculados con micelio mostraron una
mayor incidencia que los inoculados con solucion de esporas, a excepcion del tratamiento
con ciruela al 5% (Cuadro 7). No se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos, pero si en el método de inoculacion.

En general, los cormos inoculados con solucion de esporas emergieron en menos dias que
los inoculados con micelio (Cuadro 7). Los cormos inoculados con solucion de esporas y
tratados con los extractos tuvieron menor tiempo de de emergencia que con el control con
agua. Se observé que los cormos inoculados con solucion de esporas y tratados con el
extracto de nanche al 5 % emergieron en menos tiempo que cuando se inocularon con
micelio. Lo contrario sucedié en el control con agua, donde los cormos inoculados con

micelio emergieron en menos tiempo que los inoculados con solucion de esporas.
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Cuadro 7. Efecto de los extractos vegetales y el método de inoculacion sobre la emergencia e incidencia de la enfermedad en
cormos inoculados con micelio y solucidn de esporas.

Tratamientos

Método
de Ciruela Ciruela  Guayaba Guayaba Nanche Nanche Aqua Funaicid
inoculacio 2.5 % 5% 2.5 % 5% 2.5% 5% g gicida
Variable n
Micelio 7.0+1.0 6.6 £2.0 12.1 + 9.1+81 63+15 125+66 7.1+43 88+1.16
aA aA 11.2a A aA aA aB aA aA
'Emergenc
ia (dias) Esporas 3.3+0.8 3.0+0.0 8.0+89 4.16+0.7 7.1+ 26+05 265+16 3.1+09
aA aA aA aA 10.2a A aA bB aA
Micelio 67 33 83 83 83 83 100 100
bA aA cB cB cB cB dB dB
’Incidencia
(%) Esporas 67 67 33 50 50 50 50 67
CA cB aA bA bA bA bA CA

1Ftratamient0: 6.503, N= 6, g|= 7195, P= <0.001; Finoculacion= 1.846, N= 6, g|= 1/95, P= 0.178; Firatamiento x inoculacion= 8.36, N= 6, g|=

7/95, P=<0.001; Tukey P=<0.05.

X2 P= <0.001. Letras en mindsculas indican comparaciones entre tratamientos, letras en mayUsculas indican comparaciones en

el método de inoculacion.
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6.3 Experimento 3 Efecto de la aplicacion de extractos vegetales en cormos
preinoculados con micelio, sesmbrados en suelo colectado de campo.

En la incidencia de la enfermedad, todos los tratamientos mostraron el 100 % de incidencia.

En cuanto al porcentaje de infeccion en los cormos, no se encontraron diferencias

estadisticas, aunque se observo que el tratamiento con guayaba al 2.5% mostro el menor

porcentaje de infeccidn respecto al tratamiento con fungicida y con agua. El tratamiento

con ciruela 2.5% mostro el porcentaje de infeccién mas alto (Cuadro 8).

Respecto a la incidencia, los cormos tratados con el extracto de guayaba al 5 %, mostré la
menor incidencia de la enfermedad. Los cormos tratados con el extracto de nanche al 5%y
el control con fungicida mostraron una incidencia del 100 %. En la severidad, se
encontraron diferencias estadisticas en el tratamiento de ciruela al 2.5% con el mayor indice
de severidad en comparacién con el control fungicida. Los tratamientos restantes mostraron

una severidad igual a 3 (Cuadro 8).

En los dias de emergencia no se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos
(Cuadro 8). Los cormos tratados con el extracto de guayaba al 5% mostraron los menores
dias de emergencia respecto al control agua. No se desarrollé espiga floral en ninguna de
las plantas de todos los tratamientos. Los cormos tratados con el extracto de ciruela al 2.5%
tuvieron la menor altura en comparacion con el control fungicida. Los cormos tratados con
el extracto de nanche al 2.5 % desarrollaron una altura similar al control fungicida, pero

diferente del control agua.
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Cuadro 8. Efecto de los extractos vegetales sobre el porcentaje de infeccion en el cormo,
incidencia, severidad y desarrollo de la planta.

Cormo Planta
Tratamiento  Infeccion  “Incidencia  °Severidad “Emergencia  “Altura
en cormo (%) (dias) (cm)
(%)

Ciruela 80.4 £ 23.0 92 bc 45+15b 190+78a 265x71a
2.5% a

Ciruela5% 65.6 +34.1a 83b 39+x14ab 155%+64a 284+*6.2a

Guayaba 62.6 £ 29.3 92 bc 38+14ab 162+6.8a 32.7%x6.0a
2.5% a

Guayaba 76.7 £ 24.2 67a 33+1.0ab 131+69a 333%46a
5% a

Nanche 76.7 £29.6 92 bc 35+12ab 155+43a 344+6.0b
2.5% a

Nanche 5%  72.6 £29.6 100 ¢ 32+13ab 149+41a 302%x35a
a

Fungicida 73.6 £32.7 100 c 25+12a 155+6.8a 352+40b
a

Agua 705+31.2 92bc 45+15D 172+6.2a 255+52a
a

'H =2.491, N=7-12, gl= 7 P = 0.928; “X*; °H = 22.549, N=8-12, gl=7, P = 0.002, Dunn’s
P=<0.05; “H = 4.202, N= 12, gl= 7, P = 0.756; °F= 4.7, N= 8-12, gl= 7/84, P= <0.001,
Tukey P=<0.05.
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6.4 Experimento 4: Efecto de la aplicacion de extractos vegetales y quitosano en
cormos preinoculados con micelio, sembrados en suelo estéril y suelo
colectado de campo.

En la incidencia de la enfermedad, todos los tratamientos mostraron el 100 % de incidencia.
En cuanto al porcentaje de infeccion en cormo, los cormos sembrados en suelo estéril y
tratados con la combinacion de guayaba y quitosano mostraron el menor porcentaje de
infeccion comparado con los cormos tratados con el extracto de guayaba al 2.5 % y con el

fungicida (Cuadro 9).

En los cormos sembrados en suelo no estéril, el control con agua mostré el menor
porcentaje de dafio y los cormos tratados con quitosano y la combinacién de guayaba y
quitosano mostraron los mayores porcentajes de dafio. En los cormos tratados con la
combinacion guayaba y quitosano y sembrado en suelo estéril los cormos tuvieron un
menor porcentaje de infeccion que cuando se sembraron en suelo no estéril. Respecto a la
incidencia de la enfermedad en la planta, todos los tratamientos mostraron el 100 % de
incidencia. Las plantas sembradas en suelo no estéril tuvieron una menor severidad que las

sembradas en suelo estéril (Cuadro 9).

Los cormos tratados con el extracto de guayaba al 2.5 % y quitosano al 1.5 %, emergieron
en menos dias que cuando se sembraron en suelo no estéril (Cuadro 9). Lo contrario se
observo en los cormos tratados con la combinacidn de guayaba y quitosano y los controles
con agua y con fungicida; los cormos emergieron en menos dias cuando se sembraron en

suelo no estéril que cuando se sembraron en suelo estéril.
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Los cormos sembrados en suelo no estéril desarrollaron mayor nimero de hojas que los
sembrados en suelo estéril, a excepcion del control con fungicida, el cual no mostro
diferencias significativas. También se encontré6 que los cormos sembrados en suelo no
estéril alcanzaron una mayor altura que las sembradas en suelo estéril. Las plantas
procedentes de cormos tratados con el extracto de guayaba al 2.5 % desarrollaron la espiga

floral hasta en un 50 %.
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Cuadro 9. Efecto de los extractos vegetales y quitosano en cormos sembrados con suelo estéril y no esteril.

Tratamientos

Variable Tipo de suelo Guayaba Quitosano Guayaba 2.5 % + Fungicida Agua
2.5% 1.5 % Quitosano 1.5 %
'Emergencia Esteril 22.8+5.1 26.5+5.8 276 +6.1 30.6+£4.2 306+7.2
(dias) aA aA aB aB aB
No estéril 242+ 3.4 27.2+7.1 25+2.9 225+ 3.0 27.3+3.9
aB aB aA aA aA
*Severidad Esteril 42+13 51+0.3 40+1.6 42+1.3 5000
abB aB abB abB aB
No estéril 25+1.0 21+0.6 31+15 27+13 27+13
aA aA aA aA aA
Altura (cm) Estéril 27.3+8.4 26.6 +7.8 30.2+£9.9 323147 25.8+5.1
aA aA aA aA aA
No estéril 41.7+38 375+£83 39.6+5.9 37.7+£5.0 40.1+6.2
abB abB abB abB aB
*Numero de Estéril 51+1.1 47+1.4 4.7+2.0 57+0.8 4.2+0.7
hojas aA aA aA aA aA
No estéril 72+10 6.3+1.1 6.2+1.1 58+1.1 71+13
abB aB abB aA abB
*Infeccion en Estéril 59.3+27.4 50.0 £ 32.0 31.6+19.9 64.5+13.1 47.8+£23.1
cormo (%) b A ab A aA bA ab A
No estéril 59.3+14.8 68.8 + 8.2 67 +22.4 47.5+24.0 38.5+24.2
ab A bA b B ab A aA

FT,atam,emo—Z 262 N= 8, gl= 4/79, P=0.071, Fgeo= 4.238, N=8, gl=1/79, P=0.043, Fiatamiento x swelo=2.168, N=8, gl=4/79, P=0.081.
FTratam.emo—O 375, N=8, gl=4/79, P=0.826, Fg,=47.96, N=8, gl=1/79, P=<0.001, Fiaamiento x suelo=1.748, N= 8, gl=4/79, P=0.149.
FT,atam,emo—O 604, N=8, gl=4/79, P=0.661, Fg,,=50.467, N=8, gl=1/79, P=<0.001, Fysamiento x suelo=1.203, N=8, gl=4/79, P=0.317.
“F rratamiento=0. 746, N= 8, gl=4/79, P=0.564, Fy;=34.184, N=8, gI=1/79, P=<0.001, Fiaamiento x swets2.558, N=8, gl= 4/79, P=0.046. L2 34
Tukey P=0.05. *Friamieno= 1.234 N=6, gl=4/59, P=0.309, Fy.;,=0.958, N=6, gl=1/59, P=0.332, Fiaamiento x suelo=2-821, N=6, gl=4/59,
P=0.035. *Fisher LSD 0:=<0.05. Letras en mindsculas indican comparaciones entre tratamientos, letras en mayusculas indican comparaciones
en el tipo de suelo.
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6.5 Analisis fitoquimico de los extractos vegetales por cromatografia de gases y

espectrometria de masas (CG-EM)

En los extractos vegetales se identificaron 42 compuestos en total, los cuales pertenecen a

diferentes familias quimicas que incluyen, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y

acidos grasos (Cuadro 10). Los compuestos volatiles tuvieron pesos moleculares entre 134

a 412 u.m.a. (unidad de masa atémica). En el extracto de guayaba un 86.6 % se

identificaron como sesquiterpenos. Los acidos grasos sélo se identificaron en el extracto de

ciruela, el sesquiterpeno 6xido de cariofileno y el esteroide estigmasterol Unicamente se

presentaron en el extracto de nanche. Varios monoterpenos y sesquiterpenos se

identificaron en los tres extractos analizados.

Cuadro 10. Compuestos identificados en los extractos vegetales y agrupados por familias

guimicas.

Familia No.

Compuesto

Extracto

Monoterpenos

1
2
3
4
5
6
7
Sesquiterpenos 1
2
3

O© 00 NO O~

(+)-2-careno (Pinoneno)
(+)-a-tujeno

4-careno

(x)-camfeno

o-pineno

o-terpineno

p-cimeno (8Cl)
7(11)-selinen-4a-ol

(-)-B-selineno (B-Eudesmeno)
1H-cicloprop[e]azuleno,decahidro-
1,1,7-trimetil-4-metileno-,[1aR-
(1a.alpha.,4a.alpha.,7.alpha.,72.beta,7b]
a-cariofileno (o-humuleno)
a-cubebeno

o-cipereno

Aromadendreno

a-selineno

[-cariofileno

OO0 OO0

@)

OO0 OOHOOO

OO0
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10
11
12
13
14

-

Diterpenos

Triterpenos
Esteroide
Acidos grasos

NERP R R DWN

otros 1

(-)-B-cadineno (Cadina-3,9-dieno)
Oxido de cariofileno

Copaeno

epi-Muuroleno

y-cadineno

(+)-calameneno

3-Metileno-7,11,15-
trimetilhexadecan-1-ol

Cis-Fitol

Fitol

Trans-Fitol

Escualeno

Estigmasterol

11-ester metilico del acido eicosenoico
13- ester metilico del acido
docosenoico, (2)

9,12,15- ester metilico del acido
octadecatrienoico, (Z,Z,Z)

9,12- ester metilico del acido
octadecadienoico (Z,2)-

Ester metilico del &cido eicosanoico
Ester metilico del &cido piroglutdmico
Ester metilico del &cido hexadecanoico
Erucato de metilo

N-metil docosanoato

N-acido hexadecanoico

Ester metilico del acido octadecanoico
14-hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-
tetrametil-, (3R,7R,11S)-
4a,7a-Etan-5H-ciclobuten-inden-5-ol
Miristato de Metilo

OO0

@)

OO0O000O0000

OO

C=ciruela, G= guayaba, N=nanche.
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6.5.1 Analisis del extracto de ciruela
Del extracto de ciruela se identificaron 28 compuestos (Cuadro 11). Los compuestos
mayoritarios presentes fueron el ester metilico del &cido docosenoico, el erucato de metilo

seguido por el escualeno.

Cuadro 11. Compuestos identificados en el extracto de ciruela.

COMPUESTO PM TR %
(min)

p-cimeno 134 8.868 2.021
(+)—a—Tujeno 136 7.016 0.328
a-pineno 136 7.148 0.59
(x)-camfeno 136 7.431 0.678
(+)-2-careno 136 8.347 0.664
a-terpineno 136 8.65 3.226
Ester metilico del acido piroglutdmico 143 15.142 0.841
B-cariofileno 204  14.826 0.172
a-cariofileno (a-Humuleno) 204  15.287 0.545
B-selineno (B-Eudesmeno) 204 15.722 0.123
a-selineno 204 15.821 0.253
y-cadineno 204 16.025 0.077
Epi-muuroleno 204 16.091 0.08
Miristato de metilo 242 18.279 0.801
Acido n-hexadecanoico (acido palmitico) 256 21.06 1.893
Ester metilico del acido hexadecanoico 270 20.407 9.482
9,12,15-ester metilico del &cido octadecatrienoico 292 22.16 10.385
9,12-ester metilico del 4cido octadecadienoico (Z,2) 294 22.081 4.391
Trans-Fitol 296 19.485 2.609
14-hexadeceno-1-ol, 3,7,11,15-tetrametil 296 19.94 1.399
Fitol 296 22.292 2.387
Ester metilico del acido octadecanoico 298 22.338 3.922
11-ester metilico del acido eicosenoico 324 24.105 8.464
11- ester metilico del acido eicosenoico 324 24.151 4171
Ester metilico del acido eicosanoico 326 24.276 2.072
Erucato de metilo 352 26.846 11.114
13- ester metilico del acido docosenoico 352 26.945 15.291
N- metil docosanoato 354 27.097 1.083
Escualeno 410 34.761 10.929
Total 99.991
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6.5.2 Analisis del extracto de guayaba
Del extracto de guayaba se identificaron 24 compuestos (cuadro 12). Los compuestos
mayoritarios presentes fueron a-Selineno, el B-Cariofileno, seguido por el 3-Selineno. Se
identificaron sesquiterpenos minoritarios que no se presentaron en los extractos de ciruela 'y

nanche, como el 4-Careno, a-Cubebeno, a-Cipereno, aromandreno y calamaneno.

Cuadro 12. Compuestos identificados en el extracto de guayaba.

COMPUESTO PM TR %
(min)

p-cimeno 134 8.855 2.827
(+)—o-tujeno 136 7.01 0.39
o-pineno 136 7.141 0.686
(x)-camfeno 136 7.425 0.93
(+)-2-careno (Pinoneno) 136 8.347 1.377
4-careno 136 8.651 5.503
(+)-calameneno 202 16.137 2.573
copaeno 204 14.18 1.364
B-cariofileno 204 14.819 14.984
Aromadendreno 204 15.07 2.6
a-cubebeno 204 15.201 1.201
a-cariofileno 204 15.274 2.196
o-cipereno 204 15.498 1.532
(-)—B-selineno 204 15709  12.462
a-selineno 204 15.814 16.477
-cadineno (Cadina-3,9-dieno) 204 16.084 1.652
Copaeno 204 16.243 1.234
Oxido de cariofileno 220 16.981 2.943
4a,7a-Etan-5H-ciclobutano-indeno-5-ol 220 17.666 4.407
7(11)-selinen-4a-ol 222 17.883 9.052
1H-Cicloprop[e]azulene,decahidro- 280 15.366 0.509
1,1,7-trimetil-4-metileno

Trans-Fitol 296 19.478 3.767
14-hexadecen-1-ol 296 19.933 1.184
Escualeno 410 34.708 8.152
Total 100
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6.5.3 Analisis del extracto de nanche
Del extracto de nanche se identificaron 14 compuestos (cuadro 13). Los compuestos

mayoritarios presentes fueron el Estigmasterol, el trans-Fitol y el a-Terpineno.

Cuadro 13. Compuestos identificados en el extracto de nanche.

COMPUESTO PM TR %
(min)
(+)-a-tujeno 136 7.016 0.626
o-pineno 136 7.148 1.012
(x)-camfeno 136 7.431 1.298
(x)-2-careno (Pinoneno) 136 8.354 1.184
o-terpineno 136 8.664 3.615
B-cariofileno 204 14.832 1.072
(-)-B-selineno 204 15.728 0.723
a-selineno 204 15.821 0.882
Oxido de cariofileno 220 16.944  0.448
Trans-fitol 296 19.485 6.613
Cis-fitol 296 19.748 1.413
14-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetrametil 296 19.939 2.972
3-metilene-7,11,15-trimetilhexadecan-1-ol 296 22.299 1.876
Estigmasterol 412 35.776  76.265
Total 99.999
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5. Discusion
En el experimento 1 se observé que después de 25 dias de la siembra los cormos sembrados
en el suelo estéril no presentaron incidencia de la enfermedad, es decir, no hubo infeccion.
Estos resultados son contrarios a lo reportado por Martinez (2010), quien evaluo distintos
métodos de inoculacién de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en cormos y observé que en
el suelo estéril los sintomas de la enfermedad aparecieron a los 28 dias de la siembra, con
una incidencia del 30% y una severidad del 25 al 30%. Weinert (2005), menciona que en el
ecosistema se generan innumerables reacciones quimicas, fisicas y bioldgicas y que hay
especies gque regulan o controlan a otras mediante la produccién y liberacion de repelentes,
estimulantes o inhibidores quimicos. Esto indica que, debido a la esterilizacion del suelo, el
hongo no pudo establecerse, probablemente por la ausencia de comunidades bioticas con

las que podria interactuar F. oxysporum f. sp. gladioli para llevar a cabo la infeccion.

Referente a la incidencia y severidad de la enfermedad en la planta, se observaron los
primeros sintomas 90 dias después de la siembra (durante la floracion) y se observ6 una
incidencia igual al 100 % y una severidad de la enfermedad igual a 2 (amarillamiento en
punta de hojas). Estos resultados concuerdan con los reportados por Shakir et al. (1998),
quienes reportan una incidencia de la enfermedad después de 90 dias entre 0 a 72 %. Los
cormos tratados con los extractos vegetales retrasaron a adelantaron los dias de emergencia
respecto al control con fungicida. En cuanto al desarrollo de la espiga floral, las plantas
provenientes de cormos tratados con los extractos vegetales (con excepcion del extracto de
ciruela al 2. 5 %) desarrollaron mayor nimero de espigas florales que con el tratamiento

con fungicida. Resultados similares reportaron Riaz et al. (2009, 2010), quienes observaron
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que la mayoria de los tratamientos con hojas de plantas con accién alelopatica evaluadas
redujeron los dias de emergencia de los cormos. También reportaron que los extractos
acuosos de alstonia (Alstonia scholaris), jengibre (Zingiber officinale) y ajo (Allium
sativum) potenciaron significativamente el crecimiento del follaje del gladiolo mas que el

control.

En el experimento 2 los cormos preinoculados con solucién de esporas y tratados con los
extractos vegetales redujeron significativamente los dias de emergencia hasta un 82.6 % en
relacién al control con agua. En cuanto a los cormos preinoculados con micelio y tratados
con los extractos, los dias de emergencia fueron muy similares a los controles con agua y
fungicida. Lo que sugiere, que las esporas fueron mas sensibles que el micelio a los
tratamientos con los extractos en condiciones ““in situ™. Estos resultados no concuerdan con
lo reportado por Garduiio et al. (2009), quien reporta que el crecimiento micelial de F.
oxysporum f. sp. gladioli fue el mas afectado al tratarlo con diferentes extractos a nivel in
vitro. Montes-Belmont y Prados-Ligero (2006), reportaron que los principios activos de los
productos naturales acttan de forma diferente en cada estructura del hongo. Por ejemplo, el
extracto metanolico de neguilla (Nigella sativa) inhibié la germinacion de esporas de
Fusarium oxysporum hasta un 98 % vy el crecimiento micelial solo en un 27 %. Mientras
que el extracto metandlico de tomillo (Thymus vulgaris) inhibi6 el crecimiento micelial
hasta un 95 % y la germinacion de esporas solo en un 36 %, en este mismo hongo

(Elsherbiny, 2010).

En el experimento 3 el tratamiento con extracto de guayaba en las dos concentraciones

mostraron el menor porcentaje de infeccién en el cormo y la menor incidencia de la
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enfermedad comparada con el control fungicida. Riaz et al. (2009) menciona que los
extractos vegetales acuosos controlaron mejor la enfermedad que la dosis recomendada del
fungicida Carbendazim. Por otro lado, Romero (1994), menciona que los fungicidas pueden
actuar como agentes mutagénicos, dando como resultado que las esporas de los hongos

adquieran resistencia.

En cuanto a la altura de la planta, el tratamiento con extracto de nanche 2.5 % desarroll
plantas con una altura similar a las que se trataron con el fungicida comercial. También se
observO que en algunos tratamientos con los extractos, los cormos desarrollaron raices
largas, abundantes, carnosas, parecidas a las del control con fungicida comercial (datos no
mostrados). Riaz et al. (2010), reportaron que la incorporacion de hojas de distintas
especies de plantas a suelo inoculado con Fusarium oxysporum potencia el crecimiento
vegetativo y radicular de plantas de gladiolo. El autor atribuye esta respuesta a los

diferentes aleloquimicos presentes en las especies de plantas evaluadas.

En el experimento 4 los cormos tratados con la combinacion de guayaba y quitosano
sembrados en suelo estéril mostraron el menor porcentaje de infeccion (31.6 %), sin
embargo, cuando se sembraron en suelo no estéril eéste porcentaje se duplicé (67 %). Los
cormos tratados con el extracto de guayaba, quitosano y la combinacion de ambos
sembrados en suelo no estéril, mostraron porcentajes de infeccion mayores a 50 % mientras
que, los cormos del control agua mostraron un porcentaje de infeccién de 38. 5 %. Esto
indica que, al tratar los cormos con los extractos y el quitosano probablemente inhibieron
los microorganismos benéficos o estimularon la microflora natural del suelo para que el

hongo llevara a cabo la infeccion.

64



En relacion al desarrollo de la planta, los cormos sembrados en suelo estéril tuvieron una
mayor severidad de la enfermedad, desarrollaron menor numero de hojas y menor altura
que los cormos sembrados en suelo no estéril. Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Alexander (1980), quien menciona que algunos hongos patdgenos de suelos son mas
destructivos en suelos estériles que en los no estériles. Respecto al los resultados obtenidos
con el suelo no estéril. Este mismo autor también menciona que, debido a las interacciones
en la microflora del suelo, la introduccion de un organismo extrafio raramente permite su
establecimiento. Estas interacciones entre poblaciones microbianas dan como resultado la
supresion de la enfermedad, caracteristica de algunos tipos de suelos. Un suelo supresor es
aquel en el que un patdégeno no puede establecerse pero causa dafios minimos. Esta
supresividad puede eliminarse por la esterilizacién por calor, fumigacién, radiaciéon o

cualquier otro medio que elimine la flora microbiana del suelo.

Respecto al analisis fitoquimico de los volatiles de los extractos vegetales, se identificaron
42 compuestos volatiles principalmente sesquiterpenos y acidos grasos. Al compararlos con
lo reportado por Gardufio (2009), se observé que cada uno de los extractos varid cualitativa
y cuantitativamente. Aunque fueron las mismas especies de plantas y el mismo método de
extraccion, quiza se deba a que la colecta de las especies fue en lugares distintos, con
diferentes condiciones climaticas y diferentes variedades de especies botanicas. Esta
variacion en el contenido de compuestos lo explica Karin et al. (2010), quienes evaluaron la
composicion del aceite esencial de hojas de P.guajava de tres variedades comerciales y una
variedad silvestre. Los resultados mostraron que los tres aceites esenciales contenian

compuestos en comun principalmente 1,8-cineol. La variedad Paluma contenia 1,8-cineol
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(42.68%) como componente mayoritario y el a-terpineol (38.68%). EI principal
componente de la variedad Século XXI fue el 1,8-cineol (18.83%), trans-cariofileno
(12.08%) vy el selin-11-en-4-a-ol (20.98%), mientras la variedad Pedro Sato y la variedad
silvestre tuvieron 1,8-cineol (17.68%) y (12.83%), 6xido de cariofileno (9.34%) y (9.09%)
y selin-11-en-4-a-ol (21.46%) y (22.19%) respectivamente. Taiz y Zeiger (1991) atribuyen
estas variaciones a los factores ambientales de cada region, asi también, como a factores
genéticos que pueden inducir modificaciones en el metabolismo secundario de la planta.

En el extracto de ciruela se identificaron principalmente acidos grasos, grupo considerado
con actividad antimicrobiana segun Herrero et al. (2006). Sin embargo, en los experimentos
in vivo el tratamiento de ciruela no presentd actividad antifungica. Espinosa et al. (2008),
tampoco observé actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aereus, Salmonella
typhimurium y Bacillus cereus con extractos etandlicos y hexanicos de hojas y corteza de
ciruela. Mientras que, Bautista-Bafios et al (2000a), reportaron la inhibicion en la
germinacién de Rhizopus stolonifer con esta misma especie. Glinski y Branly (2002)
mencionan que la actividad antifingica de los acidos grasos estd relacionada con sus
caracteristicas estructurales y propiedades quimicas. Los acidos grasos que tienen de 10 a
13 atomos de carbono muestran excelente actividad antifingica, cuando incrementa el
namero de atomos de carbono disminuye la actividad (Yasuo et al., 2002). En el extracto de
ciruela los acidos grasos identificados tuvieron entre 16 y 23 atomos de carbono, lo que
podria explicar su escasa actividad antifingica. En el extracto de guayaba los compuestos
mayoritarios fueron sesquiterpenos y monoterpenos, uno de los compuestos mayoritarios

fue el B-Cariofileno, este compuesto ya se ha reportado con actividad antiflngica contra F.
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oxysporum (Cakir et al. 2004 y Chang et al. 2008). En el extracto de nanche se
identificaron monoterpenos y diterpenos como compuestos principales, sin embargo el
compuesto mayoritario fue el esteroide estigmasterol. Una mezcla de estigmasterol y j-
sitosterol a 56.7 mg L™ inhibieron el crecimiento micelial, la germinacién de esporas y la
elongacion del tubo germinativo en un 50 % de Colletotrichum gleosporioides en
condiciones in vitro. Asi también, fue mas efectivo en controlar la antracnosis en frutos de

mango que el fungicida benomil (Yenjit et al., 2010).
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Conclusiones

Los tratamientos con extracto de ciruela en las dos concentraciones, no mostraron
efectos favorecedores en el control de la enfermedad y afectaron severamente el
desarrollo fenoldgico de la planta.

El tratamiento con extracto de guayaba en ambas concentraciones favorecieron el
desarrollo de la planta y controlaron la enfermedad, pues la incidencia y la
severidad fueron menores que en los controles.

El extracto vegetal de nanche redujo los dias de emergencia y estimulo la altura de
la planta.

Los cormos inoculados con solucion de esporas y tratados con los extractos tuvieron
un menor tiempo de emergencia y una menor incidencia de la enfermedad.

Los cormos tratados con la combinacion de guayaba y quitosano mostraron el
menor porcentaje de infeccion, sembrados en suelo esteril.

La severidad e incidencia de la enfermedad fue mayor en suelo estéril

En suelo no estéril se obtuvo un mejor desarrollo fenolégico de la planta.

En los extractos vegetales se identificaron diferentes familias de compuestos
quimicos, entre los que destacan los monoterpenos, sesquiterpenos y acidos grasos,

algunos reportados con actividad antifungica.
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