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Efectividad de Trichoderma spp. sobre Puccinia horiana y respuesta en el crecimiento de Chrysanthemum
morifolium var. Delano

RESUMEN

El crisantemo (Chrysanthemum morifolium) como flor de corte, es la especie mas
cultivada en México por encima de la rosa. El cultivo es atacado por diferentes
patdgenos entre los cuales se encuentra Puccinia horiana, agente causal de la roya
blanca, los sintomas iniciales aparecen en el haz de las hojas como pequefios
puntos de color verde claro a blanco, seguido por la presencia de pustulas en el
enveés, el dafio que ocasiona es severo llegando a defoliar la planta si no se maneja
oportunamente. Por lo anterior se planted por objetivos: determinar la incidencia y
la severidad de Puccinia horiana en crisantemo var. Delano y la estimulacion de
crecimiento vegetal por efecto de Trichoderma asperellum y Trichoderma barbatum.
Sobre el sustrato de cada planta, por separado se inoculdé una suspension de 10’
conidios por mL de la respectiva especie al momento de la plantacion, dos
aplicaciones mas fueron realizadas a los 15 y 30 dias después de la plantacion
(ddp); el testigo consistio en plantas sin inocular. Durante todo el periodo de
investigacion se incubaron en una camara de crecimiento de plantas a 23 °C,
humedad relativa superior al 80 %, fotoperiodo de 9 horas luz y 15 oscuridad.
Quince ddp se incorporaron al azar en cada tratamiento cinco plantas de crisantemo
con sintomas de P. horiana; la revision de las plantas fue cada dos dias a partir del
dia posterior a la incorporaciéon de la fuente de inéculo (ddi) para registrar la
incidencia. El experimento finalizé 45 ddp, momento en el que se determiné: el
indice de severidad (IS), diametro de tallo, nimero de hojas, altura, peso fresco y
seco. El experimento se establecio en un disefio completamente al azar con tres
tratamientos y 30 repeticiones cada uno, los datos se analizaron con un ANOVA 'y

Vi
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comparaciéon de medias Tukey (P>0.05) con el programa InfoStat. La enfermedad
se manifesté a los 17 dias después de la incorporacién de la fuente de indculo, al
dia 21 se presentaron sintomas en el 97 % de las plantas del testigo y en el 50 %
de las inoculadas con T. barbatum y T. asperellum. Se presentaron diferencias
estadisticas (P>0.05) en el IS y nUmero de hojas, respecto al testigo; el IS disminuyd
80y 75 % con T. barbatum y T. asperellum, respectivamente, el nimero de hojas
aumentd 12.8 % con T. asperellum y 10.1 % con T. barbatum. Los resultados
demuestran el potencial de las especies de Trichoderma como agentes de control
biologico de P. horiana; a pesar de que, durante el periodo de evaluacion, con
ambas especies aumento el nimero de hojas, esta variable no es suficiente para
aseverar que tienen el potencial de estimular el crecimiento vegetal en el cultivo de

crisantemo.

VIII
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1. INTRODUCCION
El cultivo de crisantemo (Chrysanthemum morifolium Ramat) como flor de corte, es
la especie mas cultivada en México por encima de la rosa. En el afio 2018, se
registré una exportacion de 818,321 kg, con un valor estimado de USD $ 702,023
(SIAVI, 2019). Por otro lado, el crisantemo en maceta tiene importancia en el Estado
de México, especificamente en San Lorenzo Tlacotepec, Atlacomulco donde se
produce durante todo el afio, y se registra un valor de produccién de $ 12,7000,720
(SIAP, 2019), siendo la celebracién mas importante para la produccion de esta
especie el dia de muertos (finales del mes de octubre e inicio de noviembre); cabe
sefalar que bajo este sistema de produccion en el afio 2018 el SIAP report6 un valor

de $ 18,213,640.00 (SIAP, 2019).

En el follaje, el cultivo es atacado por diversos fitopatdgenos fungosos, cuyas
enfermedades ocasionan pérdidas considerables debido a los dafios que
ocasionan; tales afectaciones generalmente se manifiestan como manchas y
defoliacion, lo que disminuye el valor estético y comercial. Entre las enfermedades
mas devastadoras destaca la roya blanca causada por el hongo Puccinia horiana
Henn; su manejo se ha basado principalmente en el uso de productos quimicos, los
cuales no han erradicado la enfermedad, sino por el contrario han provocado el
desarrollo de resistencia, trayendo como consecuencia dafios perjudiciales al
ambiente y a la salud de las personas que trabajan con estos productos (Garcia-

Velasco et al., 2005).

Una alternativa para el manejo de P. horiana es el uso de agentes de control

bioldgico; al respecto, Rodriguez et al. (1996) evaluaron el efecto de Lecanicillium
1
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(antes Verticillium) lecanii Zimm, que redujo significativamente la severidad en un
53.3 % respecto al testigo. Por su parte Garcia-Velasco et al. (2005) reportan que
el hongo Cladosporium sp. tiene la capacidad de hiperparasitarla. En otro estudio,
Rares et al. (2015) reportaron la disminucion de la severidad en 46 % respecto al

testigo en plantas de crisantemo utilizando Trichoderma sp.

El uso de Trichoderma spp. para el manejo de enfermedades ha tenido gran éxito,
debido a los diferentes mecanismos de accion directos e indirectos que presenta.
Entre los mecanismos directos se encuentran: antibiosis, micoparasitismo vy
competencia; en cuanto a los mecanismos de accion indirectos se reporta: la
estimulacion del crecimiento vegetativo e induccion de resistencia sistémica en las
plantas (Yedidia et al., 2001; Yedidia et al., 2003; Howell, 2003; Harman et al., 2004;

Harman, 2006; Vinale, 2008; Contreras-Cornejo et al., 2016; Kashyap et al., 2017).

En lo que respecta a la estimulacion de crecimiento vegetativo, Cubillos et al. (2009)
compararon la inoculacion de una cepa nativa y una comercial de T. harzianum en
semillas y plantas de maracuya; entre sus observaciones destacan que con la cepa
nativa se presentaron mejores resultados frente a la cepa comercial. En otro estudio
Guzman-Valle (2012) inoculd T. asperellum en semillas de cebolla, y obtuvo plantas
con mayor peso fresco y peso seco, respecto al testigo. Por su parte Candelero et
al. (2015) reportaron la efectividad de Trichoderma spp. en plantulas de Capsicum
chinense Jacq., las cuales al final del experimento presentaron mayor altura y mayor
peso seco, respecto al testigo. Por su parte Chavez-Garcia (2006) evalud el efecto

de diferentes cepas de Trichoderma sp. en plantulas de crisantemo, en la etapa de

Victor Martinez Tapia
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enraizamiento las cuales tuvieron mayor peso fresco foliar, peso seco foliar, longitud

foliar y longitud de la raiz, respecto al testigo.

Prasanna et al. (2016) evaluaron microorganismos benéficos en dos variedades de
crisantemos (Golden Ball y White Star), entre los que se encontraban
combinaciones de Trichoderma sp. con Anabaena sp. y T. viridae con Azotobacter

sp. las cuales aumentaron el peso fresco y peso seco, respecto al testigo.

Con respecto a la induccién de resistencia sistémica en plantas contra el ataque de
fitopatdgenos, Ezziyyani et al. (2005) observaron que la inoculacion de T. harzianum
en las raices de pimiento (Capsicum annuum L.) produce una reaccion sistémica en
las hojas que induce la produccion de proteinas relacionadas con la patogénesis.
Por su parte, Yoshioka et al. (2011) reportaron que el tratamiento con T. asperellum
en el sustrato causa induccion de resistencia sistémica en plantas de Arabidopsis
thaliana contra la mancha bacteriana de la hoja ocasionada por Pseudomonas
syringae pv. tomato. Guzman (2012) reporté que la aplicacion T. asperellum en
plantas de cebolla (Allium cepa L.) indujo una respuesta sistémica en las hojas al

incrementar la actividad enzimatica.

Por ende, los objetivos del presente trabajo fueron determinar la incidencia y la
severidad de Puccinia horiana en crisantemo var. Delano y la estimulacion de

crecimiento vegetal por efecto de Trichoderma asperellum y Trichoderma barbatum.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Clasificacién taxondmica de Chrysanthemum spp.
De acuerdo con Hasler (2019), el género Chrysanthemum se ubica en la siguiente
clasificacion taxonémica:
Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae

Género: Chrysanthemum

2.1.1. Generalidades del crisantemo

El género Chrysanthemum comprende varias especies con floracion en distintas
épocas del afio. Las mas reconocidas son: C. indicum L., C. sinensis Sabine y C.
morifolium Ramat. Esta dltima tiene gran importancia en el mercado nacional e
internacional, presenta hojas lobuladas o dentadas, que pueden ser lisas o rugosas,
casi siempre aromaticas y de color variante del verde claro al verde oscuro; las flores
presentan inflorescencias en capitulo comunmente formado por flores femeninas y
hermafroditas (Salmeron, 1975; Arbos, 1992; Horst y Nelson, 1997). La Sociedad
Nacional de Crisantemos de Estados Unidos (National Chrysanthemum Society,
USA) (2017) reporta que las inflorescencias se clasifican en 13 grupos: encorvadas

irregulares, reflexos, encorvadas regulares, decorativas, intermedias, pompones,
4
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sencillas y semi dobles, anémonas, cuchara, pluma, arafia, cepillo, exdticas

(Figural); cuyas caracteristicas se describen a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

Encorvadas irregulares: las flores generalmente son lisas, anchas y largas,
se curvan de manera irregular de tal forma que la flor alcanza un tamafio
grande. La amplitud y la profundidad son casi iguales. Los floretes superiores
pueden ser regulares o irregulares; los inferiores pueden llevar un patrén
irregular.

Reflexos: los floretes radiales pueden ser estrechos o anchos, se superponen
de manera regular o irregular. Las flores son grandes de forma globular o
algo aplanadas son casi iguales en amplitud y profundidad. Los floretes
centrales son curvados y acortados; los inferiores pueden tener nudillos u
hoyuelos.

Encorvadas regulares: los floretes radiales son cortos, pueden ser delgados
0 anchos, se curvan suavemente para formar una floracién globular. El color
del anverso puede estar oculto. Por lo general la amplitud y la profundidad
son iguales para formar una especie de bola.

Decorativas: los floretes radiales pueden ser cortos, anchos o estrechos,
largos y puntiagudos. Los floretes superiores pueden curvarse mientras que
los floretes inferiores son reflexos. Las floraciones suelen ser mas planas que
gobulares.

Intermedias: los floretes radiales son anchos a estrechos y pueden ser mas
cortos que los de otras clases. Los floretes inferiores pueden ser mas largos
y pueden parecer parcialmente curvados; algunos pueden parecer reflexos.

5

Victor Martinez Tapia



Efectividad de Trichoderma spp. sobre Puccinia horiana y respuesta en el crecimiento de Chrysanthemum
morifolium var. Delano

Algunas variedades parecen tener centros ligeramente aplanados o sumidos.
Las flores presentan una forma abierta y puede verse el color del anverso.
Algunas tienen un efecto bicolor, en general la floracién es globular.

6) Pompones: los floretes radiales son cortos, lisos y anchos pueden ser curvos
o reflexos de manera regular para producir una floracion firme en forma de
bola. En variedades de boton pequefio y en estado inmaduro son de
apariencia semi circular. En flores maduras se puede ver el color del anverso.

7) Sencillas y semi dobles: los floretes radiales tienen forma de correa, son
concavos 0 convexos en una a cinco filas en angulo recto del tallo, algunos
pueden curvarse hacia arriba o abajo en la punta del florete. En los tipos
simples, esta presente una fila de floretes. Los floretes suelen ser anchos y
pueden tener forma de barco. En los tipos semidobles, las flores del radio
pueden variar de anchas a estrechas, cortas o largas. El disco es circular y
esta formado por floretes ligeramente inmaduros.

8) Anémonas: los floretes radiales varian de una estructura ligulada a tubular.
Los floretes ligulados varian desde cortos o anchos, aplanados y casi de igual
longitud. Las variedades que tienen floretes radiales tubulares usualmente se
irradian rigidamente en forma de cerillo en la porcion distal. La caracteristica
distintiva de esta floracion es el prominente disco elevado. Los floretes del
disco pueden ser de un color similar al de los floretes radiales o pueden
contrastar.

9) Cuchara: Las corolas tubulares alargadas se irradian horizontalmente desde
un disco prominente. El disco circular puede ser plano o ligeramente

redondeado. La mayoria de los floretes radiales tubulares son rectos y
6
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generalmente estrechos, algunos presentan una apariencia mas ancha y
parecida a una cinta.

10) Pluma: los floretes radiales son alargados, tubulares y rectos. No estan
enrollados, pero pueden reflejarse ligeramente, algunos pueden estar
cerrados hasta la punta y son puntiagudos, otros estdn abiertos y
espatulados. La floracién es completamente doble sin disco aparente.

11) Arafia: los floretes radiales son largos y tubulares, pueden ser muy finos y
asumen una amplia variedad de direcciones. Las puntas de los floretes
pueden estar abiertas y espatuladas o cerradas, pero deben mostrar
espirales o ganchos definidos en los extremos. Algunas puntas de las flores
pueden tener forma de plumas o cortes.

12) Cepillo: los floretes radiales son tubulares, de muy finos a medianos de
didmetro. En flores similares a los cardos, los floretes son algo aplanados y
retorcidos.

13) Exoticas: los tipos de flores que no se ajustan a las descripciones de las
clasificaciones anteriores se colocan en este grupo. Estos tipos de flores
generalmente son una combinacion de dos o mas clases. Los floretes
radiales pueden ser tubulares o en forma de tira, espatulados o cerrados, de
aplanados a puntiagudos. Algunos tienen pubescencia similar a un cabello o
puntas en forma de plumas. La direccion de crecimiento y disposicion de las
flores es distintiva. Algunas formas de floracion pueden parecer

extremadamente retorcidas o arremolinadas (Figura 1, 13).
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Figura 1. Tipo de inflorescencias en crisantemo: 1. Encorvadas irregulares; 2.
Reflexos; 3. Encorvadas regulares; 4. Decorativas; 5. Intermedias; 6. Pompones; 7.
Sencillas y semi dobles; 8. Anémonas; 9. Cuchara; 10. Pluma; 11. Arafa; 12.
Cepillo; 13. Exadticas. (Fuente: National Chrysanthemum Society, 2017).

2.1.2. Requerimientos nutricionales y fisiologicos del crisantemo

2.1.2.1. Fotoperiodo

Estas plantas se consideran de dia corto, puesto que muchas variedades florecen
al alargarse las noches; el punto critico se halla entre las 13 y 14 horas de luz,
cuando el numero de horas es inferior se produce la floracién. De esta forma las
variedades mas precoces son menos sensibles y forman las flores con menos
oscuridad, mientras que, las variedades mas tardias necesitan mas horas de

oscuridad para florecer. Con mas de 15 horas diarias de luz las plantas continlan
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desarrollandose sin florecer; con mucha sombra las flores son pequefias y los tallos
delgados descendiendo considerablemente la calidad del producto. Vista la
reaccibn de muchas variedades de crisantemos a la duracién del dia, puede
provocarseles la floracion en diferentes épocas del afio, ya sea aplicando luz
artificial, o bien, reduciendo la duracién del dia tapando las plantas con plastico o
tela negra. Se debe tener en cuenta que la temperatura tiene una funcion muy
importante en el momento de aplicar este tipo de técnicas, puesto que la baja
temperatura nocturna retarda o inhibe la iniciacion y el desarrollo del botén floral, de
igual forma que la temperatura demasiado elevada, aunque se aplique luz en
invierno u oscuridad en verano. El tiempo durante el cual debe aplicarse esta técnica
dependera de la altura que alcance la planta, o de si se quiere adelantar o retrasar

la floracion (Arbos, 1992; Hayama y Coupland, 2003).

2.1.2.2. Temperatura

La temperatura en el crisantemo para flor de corte puede variar, por ejemplo, en
algunas variedades puede haber 11 °C de temperatura minima o inferior por la tarde,
siempre que durante el dia exista temperatura de 16 °C o mas. Muchas variedades
necesitan un periodo de frio para inducirlas a la floracion, este periodo se sitla entre
los 5y 10 °C; mientras que, otras variedades con temperaturas minimas inferiores
alos 11 °C tienden a formar el botdn floral pronto, aunque se les aplique el dia largo.
A la mayoria de las variedades, el exceso de temperatura retrasa la floracion,
considerandose una temperatura elevada superior a 32 °C. La temperatura nocturna
ideal para los crisantemos en maceta es de 18 °C durante las primeras cuatro

semanas posteriores al establecimiento del esqueje en la maceta. Las siguientes
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cuatro o cinco semanas, las temperaturas nocturnas deberan ser de 16 a 17 °C

(Jiménez y Caballero, 1990; Arbos, 1992; Crater, 1996).

2.1.2.3. Humedad relativa

Durante la fase de crecimiento se recomienda humedad relativa del 65 al 75 % para
gue las plantas se desarrollen en perfectas condiciones; si la humedad se encuentra
por debajo del intervalo éptimo, los tallos pueden ser cortos e incluso se retrasa la
floracion. Cuando emergen las flores es conveniente que la humedad relativa no

sea alta con el fin de prevenir los ataques de patégenos (Arbos, 1992).

2.1.2.4. Suelo y sustratos

El crisantemo es una planta poco exigente en cuanto al suelo se refiere, aunque
como ocurre en otras plantas, cuanto mejores sean las condiciones del terreno, mas
grande y de mejor calidad seran las flores. En general, puede decirse que los suelos
de consistencia media, con un buen drenaje, ricos en humus y con pH entre 6y 7
son los méas adecuados para su cultivo. El cultivo se puede establecer en un sistema
hidroponico, ya que es mas facil el control de las propiedades fisicas del sustrato,
en comparacion con la utilizacion del sustrato directamente (Arbos, 1992; Barbosa

et al., 2000).

2.1.2.5. Riego
Es muy importante regar con frecuencia después de la plantacion, a fin de mantener
convenientemente el esqueje y asi provocar la aparicién de raices adventicias. Es

aconsejable regar dos veces al dia, durante los primeros dias; mientras que, en el
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desarrollo se tiene que regar dependiendo de las necesidades del cultivo y de las

condiciones climaticas.

El cultivo de crisantemo es un gran consumidor de agua, por lo que se debe tener
una buena vigilancia del riego. En maceteria se utiliza el riego a mano porque se
puede proporcionar mejor la cantidad de agua. Si la cantidad de agua es insuficiente

la planta sufre estrés hidrico (Jiménez y Caballero, 1990; Arbos 1992; Crater, 1996).

2.1.2.6. Nutricién y deficiencias

El suelo de cultivo debe de estar bien trabajado, subsolado y bien drenado, puesto
gue el sistema radicular alcanza los 60 cm de profundidad. En el momento de aplicar
el fertilizante es aconsejable partir de un analisis del suelo (Arbos, 1992). Un
problema frecuente entre los productores, es que no se sigue un plan de fertilizacion
acorde a las necesidades reales de demanda de nutrientes por parte del cultivo a lo

largo de su ciclo de produccion (Quesada-Roldan y Bertsh-Hernandez, 2013).

En particular, uno de los problemas que enfrenta la produccién de crisantemo, es la
disminuciéon del rendimiento y la calidad, debido a los desbalances nutrimentales
gue resultan de una fertilizacion inadecuada, principalmente de nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio y magnesio (Valdez-Aguilar et al., 2015). De acuerdo con Horst y
Nelson (1997), algunos de los requerimientos nutricionales en el cultivo del

crisantemo son los siguientes:

Nitrégeno (N): el éptimo nivel de nitrdgeno en hojas maduras debe estar
entre las 45,000 y 60,000 ppm, los niveles por debajo de los 20,000 ppm

causan serios sintomas de deficiencias, incluyendo hojas jévenes mas

11
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pequefas de lo normal, una clorosis verde pélido, en avanzadas etapas,
también suele presentarse pigmentacion rojiza y manchas necroticas
desarrolladas cerca de los méargenes de las hojas inferiores. Las hojas
afectadas pueden ahuecarse y posteriormente morir. Se retrasa la floracion
y el tamafio de la inflorescencia se reduce. El uso excesivo de nitrégeno

provoca que las hojas sean fragiles.

Fosforo (P): los niveles 6ptimos de fésforo en hojas recién maduras oscilan
entre 4,000 y 12,000 ppm. Niveles inferiores a las 2,600 ppm causan serias
deficiencias, uno de los sintomas iniciales es el tamafio pequefio en hojas
jovenes, dando una apariencia de crecimiento alto y delgado. Eventualmente
las hojas desarrollan un tono verde grisaceo. Etapas siguientes de la
deficiencia incluyen clorosis, necrosis marginal y la pérdida de hojas

inferiores.

Potasio (K): los niveles Optimos de potasio rondan entre las 35,000 y las
80,000 ppm. Niveles por debajo de las 27,500 ppm causan serias
deficiencias. Los sintomas de deficiencias comienzan manifestandose como
clorosis marginal en las hojas que se encuentran a la mitad del tallo, conforme
la deficiencia va progresando se desarrolla necrosis en las hojas inferiores.
Las hojas que se encuentran en la mitad del tallo pueden desarrollar clorosis
intervenal, con apariencia similar a la que se desarrolla por la deficiencia de
fierro. Los tallos son débiles, delgados y altos, también pueden estar torcidos.

El sistema radicular es pequefio y reduce la intensidad del color de las flores.
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Calcio (Ca): los niveles Optimos de calcio en hojas recién maduras se
encuentran entre las 15,000 a 40,000 ppm. Niveles por debajo de las 4,000
ppm causa serios problemas de deficiencia que incluyen debilitamiento,
formas irregulares y clorosis en las hojas; posteriormente aparecen manchas
de color café en los margenes de las hojas afectadas que aumentan de

tamafio hasta cubrir todo el margen.

Las plantas que presentan deficiencias detienen su crecimiento, las raices
mueren y la planta se marchita. Conforme avanza la deficiencia, el apice de
los brotes muere. Las hojas que se encuentran a la mitad del tallo
eventualmente desarrollan manchas cloréticas. Las flores son propensas a

las lesiones por calor.

Magnesio (Mg): los niveles Optimos de magnesio en hojas recién maduras
se encuentran entre las 5,000 y 15,000 ppm. Niveles por debajo de las 550
ppm causan serios problemas de deficiencias como lo es la necrosis en los
margenes de las hojas inferiores, clorosis intervenal en los margenes de las
hojas que se encuentran en la mitad del tallo y también las que se encuentran
en la parte inferior; ademas se pueden presentar areas color amarillo claro a
blanco o color morado a rojo. Las hojas afectadas tienden a enrollarse hacia
abajo, con deficiencia severa los margenes desarrollan una pigmentacion
rojiza bronceada. Las raices permanecen normales, pero las flores son

pequeiias.

Azufre (S): los niveles 6ptimos de azufre en hojas maduras oscilan entre los

3,000 y 7,500 ppm. Las deficiencias se comienzan a presentar a niveles por
13
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debajo de las 2,500 ppm. Los primeros sintomas aparecen en las hojas
nuevas con una ligera clorosis (excepto en las puntas) y progresan con un

amarillamiento de las raices.

Hierro (Fe): los niveles 6ptimos de hierro en hojas recién maduras se
encuentran entre las 100 y 300 ppm, niveles por debajo de las 35 ppm causa
serias deficiencias, incluyendo un rapido desarrollo de clorosis intervenal en
hojas jovenes y un lento crecimiento. En etapas avanzadas, la clorosis sigue
progresando cerca de toda la hoja comenzando con una tonalidad blanca. Se
pueden desarrollar areas necréticas irregulares y grandes que afectan a las

hojas. La floracion se ve retrasada.

Manganeso (Mn): los niveles Optimos de manganeso en hojas recién
maduras se encuentran entre las 50 y 300 ppm, los niveles por debajo de las
4 ppm causan serios sintomas de deficiencia. Las hojas desarrollan necrosis
marginal e intervenal. Las hojas jovenes rapidamente desarrollan clorosis
uniforme verde claro por toda la hoja, las nuevas hojas son pequefas y la
floracion se ve retrasada. Conforme la severidad de la deficiencia va
progresando se empiezan a desarrollar manchas necroticas en las hojas
superiores. En las hojas inferiores se desarrollan manchas color café que
gradualmente se necrosan, las manchas necréticas pueden desarrollarse en

la parte inferior de los peciolos, causando que las hojas caigan.

Cobre (Cu): los niveles 6ptimos de cobre en hojas recién maduras estan
entre las 6 y 100 ppm, los niveles por debajo de las 5 ppm causan serios

sintomas de deficiencia. Inicialmente se observan cuando los entrenudos y
14
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las hojas empiezan a elongarse y la planta es aparentemente alta y delgada.
Algunas veces la floracion se ve retrasada. Las hojas que se encuentran en
la mitad del tallo pueden presentar una clorosis cerca de los margenes. Tanto
las venas como el tejido intervenal son afectados. Los sintomas de la clorosis

se extienden lentamente a otras hojas de las plantas.

Zinc (Zn): los niveles 6ptimos de zinc en hojas recién maduras se encuentran
entre las 15 y las 200 ppm, niveles por debajo de las 7 ppm causan serios
sintomas de deficiencia, como desarrollar pequefias manchas cloréticas en
las hojas de la mitad del tallo y las superiores. Después, las hojas inferiores
se ven afectadas. Las manchas eventualmente van agrandandose y los

centros de estas se tornan necroticas.

Boro (B): los niveles 6ptimos de boro en hojas recién maduras se encuentran
entre las 30 y las 100 ppm, niveles por debajo de las 20 ppm causan serios
sintomas de deficiencias, inicialmente comienza con una clorosis clara en las
hojas alrededor de los margenes o sobre toda la hoja en la parte media
superior de las plantas. Las hojas de la mitad y posteriormente las hojas
superiores se vuelven ligeramente cloréticas y quebradizas. Las hojas
pueden deformarse y doblarse hacia abajo. Sintomas avanzados incluyen
marchitamiento temporal de las hojas superiores, perdida del meristemo
apical, secado del tallo y subsecuentemente desarrollan multiples
malformaciones en brotes laterales. La progresién de los sintomas de la
deficiencia es lenta cuando el cultivo es expuesto a periodos cortos de luz

para promover la floracién. La deficiencia detiene el desarrollo de las flores.
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2.3. Importancia del cultivo de crisantemo en México

El Estado de México es una zona importante en la produccién de crisantemo como
flor de corte y maceteria. Durante el periodo 2015 a 2018, la produccién de flor de
corte se ha mantenido estable; por ejemplo: en 2015 se cosecharon 2,464.65 ha,
con un valor de $ 1,906,137,000; y para el afio 2018, fueron 2,681.65 ha cuyo valor

fue de $ 1,936,555,000 (Cuadro 1) (SIAP, 2019).

En cuanto a la produccion de maceteria durante el mismo periodo se han
presentado ligeros aumentos; del 2015 al 2018 la superficie aumentd 23 % y el valor
de la produccion incremento en 28.2 % (Cuadro 1) (SIAP, 2019). Lo anterior trae
consigo la generacion de empleos directos e indirectos, asi como una derrama

econdmica significativa.

Cuadro 1. Valor de la produccion y superficie cosechada de crisantemo como flor
de corte y en maceteria, en México durante el periodo 2015-2018.

Flor de corte Maceteria
Afo
Valor* Superficie (ha) Valor* Superficie(ha)
2015 1,906,137 2,464.65 14,203.80 4.40
2016 1,800,577 2,768.35 17,609.27 5.40
2017 1,915,085 2,765.26 17,327.88 5.50
2018 1,936,555 2,681.75 18,213.64 5.45

Fuente: SIAP (2019). *Valor en miles de pesos mexicanos.

En lo que respecta a la comercializacion en el extranjero, histéricamente solo se
exporta la flor de corte, siendo uno de los destinos Estados Unidos. En el afio 2015
no se registraron ventas a dicho pais, pero a partir de 2016 se incrementaron

considerablemente, siendo el afio 2018 el afio cuando se registrd la mayor
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exportacion con 818,321 kg, equivalentes a USD $ 702,023 (Cuadro 2) (SIAVI,

2019).

Cuadro 2. Valor y volumen de las exportaciones de crisantemo como flor de corte
a Estados Unidos en el periodo 2016-2018.

Afio Valor (délares) Volumen (kg)
2015 NRE* NRE
2016 506 616
2017 26,297 27,603
2018 702,023 818,321

Fuente: SIAVI (2018). *NRE: No se reportd exportacion.

En lo que respecta a la produccion de crisantemo en maceteria, el Estado de México
es el estado que mayor valor econémico reporta de dicha especie, siendo el
municipio de Atlacomulco el tnico productor del estado, cuyo valor de la produccion
en 2018 fue de $ 12,700,920. En otros puntos de la Republica Mexicana destaca
Xochimilco, Ciudad de México, el cual es el mayor productor de crisantemo en todo
el pais con un valor de la produccion de $ 5,512,720; sin embargo, este valor es
menor que el de Atlacomulco. Ambos lugares sumaron los $ 18,213,640 que se

reportaron dicho afo (SIAP, 2019).

Ademas del crisantemo existen otras especies de importancia que se cultivan en
maceta, entre estas se encuentran: geranio (Pelargonium hortorum Bailey),
nochebuena (Euphorbia pulcherrima Wild ex Klotzsch) y rosa (Rosa spp.), especies
gue destacan en superficie y valor; no obstante en cuanto a valor por hectarea, el
crisantemo es la especie que sobresale ya que por hectarea su valor econémico es

de $ 5,184,040, siendo superior al de la rosa cuyo valor es de $ 2,652,620, al de la
17
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nochebuena con un valor de $ 3,092,320, y al de geranio que es la especie con

mayor superficie teniendo un valor por $ 3,709,490 (Cuadro 3) (SIAP, 2019).

Cuadro 3. Especies en maceta de mayor importancia producidas en el municipio de
Atlacomulco, Estado de México, durante el afio 2018.

Especie Superficie cosechada (ha) Valor* Valor por ha
Geranio 16.83 62,430.82 3,709.49
Nochebuena 10.55 32,624.01 3,092.32
Rosa 10.65 28,250.48 2,652.62
Crisantemo 2.45 12,700.92 5,184.04

Fuente: SIAP, 2019. *Miles de pesos mexicanos.

2.4. Enfermedades fungosas en crisantemo

Uno de los factores que afectan la calidad de las plantas de crisantemo son las
enfermedades que se presentan tanto en la raiz como en los érganos aéreos. Los
hongos fitopatdgenos que afectan el follaje son: Septoria obesa Syd. & P. Syd,
Septoria chrysantemella Sacc (Figura 2), Cercospora chrysanthemi Heald & F. A.
Wolf, Pseudocercospora chrysanthemicola (Yen) Deighton (Figura 3),
Golovinomyces chrysantemi Rabenh (Figura 4), Alternaria chrysantemi E.G.
Simmons & Crosier, Alternaria alternata (Fr.) Keissl, Alternaria tenuissima (Nees)
Wiltshire (Figura 5), Puccinia chrysantemi Roze (Figura 6) y Puccinia horiana Henn

(Figura 7).
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2.4.1. Septoria obesay Septoria chrysantemella (tizon foliar)

Septoria spp. se encuentra presente en todo el mundo donde se siembra
crisantemo, ocasiona importantes pérdidas en areas lluviosas. Las ganancias de los
crisantemos se ven reducidas ya que hay pérdida total de los tallos, ademas de que
se incrementan los gastos de produccién por las medidas de manejo que se llevan

a cabo (Tlapal y Mendoza, 2002).

Inicialmente produce pequefios puntos de color café que aumentan de tamafio hasta
unirse o coalescer formando manchas oscuras de forma irregular que afectan
algunas veces hasta un tercio de la hoja (Figura 2). El tejido infectado de la hoja se
amarillenta, se marchita y muere, por lo que las hojas presentan una apariencia
cortada. Los sintomas visibles se presentan en un periodo de 8 a 21 dias después
gue ocurre la infeccion. La diagnosis se basa en el tipo de cuerpos fructiferos que
el hongo produce y que puede observarse a simple vista como puntos negros que
sobresalen de la epidermis y que son picnidios globosos con conidios bicelulares,

hialinos y constrefiidos en el centro (Romero, 1996).
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Figura 2. Sintomas de Septoria obesa (ay b), y S. chrysantemella (c, d y e) en hojas
de crisantemo. (Fuente: Horst y Nelson, 1997).

2.4.2. Cercospora chrysanthemi y Pseudocercospora chrysanthemicola
(mancha foliar)

Cercospora es uno de los géneros mas importantes de hongos patdégenos de
plantas, ocasiona grandes pérdidas en los cultivos y se presenta en una amplia

variedad de plantas en todo el mundo (To-Anun et al., 2011).

Heald y Wolf (1911), reportaron que Cercospora chrysanthemi en Chrysanthemum
sp., desarrolla manchas elevadas sub-circulares a irregulares de color café,
convirtiéndose en gris al paso del tiempo, cuando las manchas son abundantes las

hojas se vuelven completamente cafés.
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Hsieh y Goh (1990), mencionan que Cercospora chrysanthemicola es sinGnimo de
Pseudocercospora chrysanthemicola, este patdgeno se localiza sobre las hojas de
Chrysanthemum morifolium y produce manchas sub-circulares de 0.1 hasta 1.0 cm
de diametro que pueden estar dispersas o agrupadas hasta formar grandes
manchas de hasta 1.5 cm de ancho, inicialmente son amarillentas por el haz y café
grisaceo en el envés, posteriormente se tornan de color café oscuro, algunas veces

con un margen estrecho color café (Crous et al., 2004).

2.4.3. Golovinomyces chrysanthemi (cenicilla)

La cenicilla es una enfermedad fangica muy comun del crisantemo. Este patégeno
es una seria amenaza que puede causar pérdidas economicas significativas. El
control de dicha especie requiere multiples aplicaciones de fungicidas. Se
desconoce su origen exacto, pero existe evidencia respaldada que fue introducido

desde el este de Asia (Bradshaw et al., 2017).

Los sintomas que se presentan son: manchas foliares color blanco y apariencia
polvorienta, se encuentran principalmente en el haz de las hojas inferiores, ademas
se puede presentar en tallos. En las hojas jovenes se presentan enrollamientos y
deformaciones, ocasionalmente en hojas maduras. De igual forma pueden sufrir
deformacion las partes jovenes de las plantas como botones, tallos y hojas los

cuales dejan de crecer (Figura 3) (Horst y Nelson, 1997; Bradshaw et al., 2017).
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Figura 3. Sintomas de Golovinomyces chrysantemi (antes Oidium chrysanthemi).
en el envés de una hoja de crisantemo. (Fuente: Horst y Nelson, 1997).

2.4.4. Alternaria chrysantemi, Alternaria alternate y Alternaria tenuissima
(tizon foliar)

Alternaria es un género muy comun y ampliamente distribuido en el suelo, algunas
especies son parasitos de plantas vivas 0 se comportan como saprofitas sobre
sustratos organicos (Rotem, 1994). Incluye numerosas especies que pueden invadir
los cultivos vegetales antes y después de la cosecha. Asi mismo, es responsable
de considerables pérdidas econdmicas en el sector agricola, debido a que reduce
el rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales durante su

almacenamiento (Pavén et al., 2009).
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Rotem (1994), menciona que el intervalo de temperatura para la esporulacion del
hongo comunmente es menor a la que necesita el desarrollo vegetativo, pero la
temperatura minima oscila entre los 5 °C y la maxima entre 30 y 35 °C, siendo la

temperatura o6ptima de 15 a 30 °C.

Hegde (1988), reporté que los sintomas iniciales son manchas verde amarillentas
de 3 a 4 mm de diametro, presentandose inicialmente en las hojas senescentes,
mientras que en hojas jovenes los sintomas aparecen después de cinco dias de la
infeccidn. Estas manchas inicialmente son circulares, y se amplian conforme avanza
la enfermedad, convirtiéndose en irregulares de color marron oscuro a negro
parduzco, que con el tiempo cubren la hoja entera causando el tizon foliar y
provocando la defoliacion; sobre las hojas superiores los sintomas son similares,

pero las flores se mantienen libres de la infeccion.

En México, las especies que atacan el cultivo de crisantemo son Alternaria alternata
y A. tenuissima. Los sintomas que presentan son manchas de 1 a 2 cm, de forma
redondas a ovales de color café a negro, algunas con halos y otras con hojas
enteras de color amarillo (Figura 4) (Dominguez-Serrano et al., 2016). Para que A.
alternata infecte, se requiere temperatura minima de 18-21 °C y maxima de 26-31
°C, con humedad relativa del 60 al 90 % durante la mafiana y de 44-86 % por la

tarde (Arun Kumar et al., 2011).
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Figura 4. Sintomas de Alternaria spp. en el haz en una hoja de crisantemo. (Fuente:
Dominguez-Serrano, 2012).

2.4.5. Puccinia chrysanthemi (roya café)

La roya café es usualmente de menor importancia en las plantaciones de
crisantemo, ocasionalmente causa serios problemas de defoliacién y de estética. El
primer reporte de la roya café fue en Inglaterra en 1897, aunque es probable que se
haya presentado antes. La enfermedad fue reportada en los Estados Unidos al
mismo tiempo que fue observada en toda Europa. Ahora esta aparentemente
presente en todos los lugares donde se cultiva crisantemo. Presuntamente la roya

café estuvo presente y ampliamente distribuida en Japon antes que fuera reportada
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en Europa y América, y es asumido que fue transportada a estos lugares en
embarcaciones de crisantemos provenientes de Japon (Horst y Nelson, 1997;

Demers et al., 2015).

2.4.5.1. Clasificacion taxonémica de P. chrysanthemi

De acuerdo con Kirk (2019), P. chrysanthemi se ubica en la siguiente clasificacién

taxondmica;:

Reino: Fungi

Filo: Basidiomycota

Clase: Pucciniomycetes

Orden: Pucciniales

Familia: Pucciniaceae

Género: Puccinia

Especie: P. chrysanthemi

2.4.5.2. Sintomas

La roya café es causada por P. chrysanthemi, estructuras como las picneas y aecias
se desconocen. Las uredias son de color café claro y pueden estar dispersas o en
racimos. Las urediosporas son globosas o elipsoides, equinuladas y de color café.
Las telias contienen teliosporas café oscuro, oblongas a elipsoides, bicelulares,

redondeadas y engrosadas en la punta (Horsty Nelson, 1997; Demers et al., 2015).
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Los sintomas aparecen como manchas de color amarillo palido visibles en ambos
lados de las hojas, posteriormente se tornan de un color café obscuro lo que da la
pauta para la formacion de pustulas en el envés de las hojas, conforme avanza la
enfermedad se forman anillos de pustulas secundarias alrededor de la pustula
original (Figura 5). Esas pustulas son llamadas uredias, las esporas que producen
son las urediosporas. La parte central de la hoja en la que se encuentra la pustula
muere y se torna de color café a negro. Eventualmente las hojas afectadas se
marchitan. Las flores también pueden presentar dafios, pero las infecciones al tallo
no han sido observadas. Puccinia chrysantemi estd muy distribuida, pero las
pérdidas son menores a comparacion con Puccinia horiana (Horst y Nelson 1997;

Demers et al., 2015).

Figura 5. Sintomas de Puccinia chrysanthemi en el envés de una hoja de
crisantemo. (Fuente: Horst y Nelson, 1997).
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2.4.5.3. Ciclo bioldgico

La penetracion por P. chrysanthemi ocurre a través de los estomas de las hojas.
Las manchas de color amarillo aparecen en un periodo de 10 dias después de la
infeccidn, las plantas infectadas dispersan las urediosporas procedentes de uredias
jovenes, lo cual ocurre principalmente a través del viento. Las urediosporas
permanecen viables en las pustulas de hojas infectadas por varios dias a
temperaturas menores a los 13 °C. El intervalo 6ptimo de temperatura para la
germinacion de urediosporas es de 16 a 21 °C. La infeccion ocurre de 16 a 27 °C,
pero no a los 6 o0 31 °C. Una lamina de agua sobre el follaje es esencial para la

germinacion e infeccion de las esporas (Horst y Nelson, 1997).

2.4.6. Puccinia horiana (roya blanca)

La roya blanca del crisantemo es causada por P. horiana, fue conocida en Japon
desde 1895, pero fue hasta en 1901 que Hennings la describié taxonGmicamente.
Antes de la década de los sesenta del siglo pasado, la enfermedad se encontraba
confinada en China, para el afio de 1963 se encontré en Inglaterra en una
importacion proveniente de Japon; a partir de ese afio se diseminé rapidamente, de
manera que en la actualidad esta presente en todos los continentes: Africa, América,

Asia, Europa y Oceania (Figura 6) (Firman y Martin, 1968; Whipps, 1993).
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Puccinia horiana (PUCCHN)

O Present @ Transient

2019-10-11
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Figura 6. Distribucion de Puccinia horiana alrededor del mundo. Fuente: EPPO
(2019).

Se cree que esta enfermedad ingresé a México debido a las importaciones de
esquejes de crisantemo, la enfermedad se detect6 oficialmente a finales de 1992 y
al afo siguiente fue devastadora, ocasioné la pérdida total de 500 ha de cultivo, de

acuerdo con reportes de la SARH (SARH, 1994).

Debido a la importancia economica para la floricultura, P. horiana esta clasificada
como una enfermedad cuarentenada por la Organizacion Europea y Mediterranea
de Proteccion Fitosanitaria (EPPO), el Consejo Fitosanitario Interafricano (IAPSC),
la Comunidad Andina (CAN) y la Organizacion de Proteccion Vegetal de América
del Norte (NAPPO), y también figura como una plaga reglamentada por la

Convencidn Internacional de Proteccidn Fitosanitaria (IPPC) (Torres et al., 2017).
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2.4.6.1. Clasificacion taxondmica de Puccinia horiana

De acuerdo con Kirk (2019), el fitopatdgeno se ubica en la siguiente clasificacion
taxonémica:
Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Pucciniomycetes
Orden: Pucciniales
Familia: Pucciniaceae
Género: Puccinia
Especie: P. horiana

2.4.6.2. Caracteristicas morfolégicas

Puccinia horiana es un pardasito obligado, no presenta huésped alterno y se
disemina especialmente en material vegetal vivo, pero sus estructuras pueden ser
transportadas por el viento, agua o adheridas a cualquier superficie (Firman y
Martin, 1968; Horst y Nelson, 1997; Rojas-Vega, 2004). Este hongo presenta dos

tipos de estructuras para su reproduccion:

1) Teliosporas: estructuras bicelulares, se encuentran facilmente en las
pustulas elevadas, a partir de la cual emerge el basidio y se originan las
basidiosporas, el rango de la temperatura necesaria oscila entre los 4 a 23

°C.
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2) Basidiosporas: son originadas del basidio y requieren humedad relativa de
més del 90 % y una pelicula de agua en la superficie de la hoja para poder
germinar. La germinacion de las basidiosporas ocurre a humedad relativa del
96 % y temperatura de 4 a 23 °C con una 6ptima de 17 °C. Las basidiosporas
son muy sensibles a la desecacion y a la humedad relativa por debajo del 90

%.

2.4.6.3. Sintomas

Los sintomas de esta enfermedad aparecen en el haz de las hojas donde se
observan lesiones pequefias hundidas ligeramente, de color verde claro a amarillo,
pueden alcanzar aproximadamente 5 mm de diametro. Conforme avanza la
enfermedad el centro de las manchas se tornan color café y después se necrosan.
En el envés de las hojas se forman pustulas de color blanco con tinte rosado, donde
se desarrollan las teliosporas con apariencia de cojinetes y consistencia cerosa; el
color cambia de blanco a amarillento y posteriormente a café claro (Figura 7). Las
teliosporas germinan en el mismo sitio (pustula) formando un basidio del cual se
originan de 2 a 4 basiodiosporas. Las hojas afectadas se marchitan, cuelgan del
tallo y se secan (Firman y Martin, 1968; Rodriguez-Navarro et al., 1996; Horst y

Nelson, 1997; Leyva-Mir et al., 2001; Rojas-Vega, 2004).
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Figura 7. Sintomas de Puccinia horiana en el haz y en el envés de una hoja de
crisantemo. (Fuente: EPPO, 2019).

2.4.6.4. Ciclo biolégico

Las teliosporas de P. horiana germinan in situ sin tener un periodo de dormancia;
estas producen un basidio en donde se forman las basidiosporas, las cuales al
madurar se desprenden y al ser diseminadas por el viento pueden llegar a hojas
sanas de crisantemo, penetrar a través de estomas y causar infeccién donde se
desarrollan los sintomas y signos de la enfermedad. El ciclo se repite mientras el
hospedante y las condiciones del medio sean las apropiadas (Figura 8) (Garcia-

Velasco, 2005).
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Figura 8. Ciclo biolégico de la roya blanca del crisantemo causada por Puccinia
horiana (Fuente: Garcia-Velasco, 2005).

2.5. Métodos de manejo de Puccinia horiana
Entre los métodos utilizados para manejar a esta enfermedad se encuentra el
guimico, siendo el mas utilizado; también se encuentran las practicas culturales y

por ultimo, pero no menos importante, se encuentra el manejo bioldgico.

2.5.1. Manejo quimico
El manejo de la roya blanca del crisantemo se basa en gran parte en el uso de

productos quimicos sintéticos; no obstante, este método puede no ser efectivo por
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los casos de resistencia del patdgeno a estos productos (Abiko et al., 1977; Cook,

2001). Entre los ingredientes activos utilizados se encuentran:

- Clorothalonil (multisitio): inhibe la respiracion de las células del hongo.

- Mancozeb (multisitio): impide la actividad de las enzimas sulfhidrilicas en
general y de la cisteina en particular formando complejos con enzimas que
contienen metales como las que intervienen en la produccion del ATP.

- Metconazole (G3): su accién es mediante la inhibicién del ergosterol.

- Myclobutanil (G3): actua impidiendo la biosintesis de los ergosteroles de los
hongos o sustancias presentes en las membranas de las células en donde
regulan los intercambios entre el medio ambiente y el interior.

- Propiconazole (G3): impide la biosintesis del ergosterol por inhibicion de la
C14 desmetilacion de los esteroles.

- Tebuconazole (G3): influye sobre el proceso de la biosintesis del ergosterol
en los hongos patégenos impidiendo la formacion de las paredes celulares.

- Triadimefon (G3): su accion toxica se desarrolla principalmente sobre el
metabolismo de los lipidos y en particular impidiendo la biosintesis del
ergosterol al inhibir la desmetilacién de los esteroles.

- Triticonazole (G3): es un inhibidor de la desmetilacion.

- Azoxystrobin (G11): pertenece al grupo de las estrobilurinas, inhibe la
respiracion mitocondrial en las células de los patdégenos deteniendo la
transferencia de electrones entre el citocromo b al c1, en el sitio de oxidacion
del ubiquinol, causando la no formacion de ATP que es la fuente de energia
para el trabajo celular.
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- Fluoxastrobin (G11): impide el transporte de electrones en el complejo 3 entre
los citocromos b y c1 en la cadena respiratoria de las mitocondrias.

- Trifloxystrobin (G11): se caracteriza por su efecto mesostémico, es decir, por
ser absorbido en la capa cerosa actuando como protectante de la cuticula y
por su redistribucién en la hoja (De lifian, 2012; Palmer et al., 2015; FRAC,

2020).

En un estudio realizado por Grouet y Allaire (1973; citado por Garcia-Velasco,
2005), se detectd que el fungicida oxycarboxin era efectivo a concentraciones de
750-1000 ppm; por su parte, Abiko et al. (1977) reportaron en Japon siete
aislamientos tolerantes a dicho fungicida; ya que, en comparacion con aislamientos
sensibles, se requirieron concentraciones 5 a 10 veces mas altas para inhibir la
germinacion de teliosporas y de 10 a 20 veces mas para la formacion de

basidiosporas.

En el afio 2000, en Cambridgeshire y el Oeste de Sussex en Reino Unido, no
presentaron efectividad contra este patdgeno propiconazole, myclobutanil y
azoxystrobin, los aislamientos fueron confirmados como tolerantes al propiconazole
al100 mgi.a. Lty aestrobilurinaa 100 y 500 mg i. a. L'*; mientras que el aislamiento

sensible fue controlado a estas concentraciones (Cook, 2001).

2.5.2. Practicas culturales

Otra alternativa para el manejo del patégeno es el uso de material propagativo libre
de la enfermedad, tratamiento del sustrato con vapor, colecta y eliminaciéon de

material enfermo para reducir la cantidad de in6culo (Tlapal, 2002). En un estudio
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realizado por Rodriguez-Navarro et al. (1996) se obtuvieron resultados favorables
en la reduccién de la severidad al utilizar sales inorganicas como lo son: el sulfato
de cobre que tuvo una reduccion en la severidad del 84.5 %, bicarbonato de potasio
con el 82 % vy el bicarbonato de sodio con una reduccion del 67 %. Ademas, se

utilizé una cubierta epidermal que tuvo una disminucién del 62 %.

2.5.3. Manejo biolégico

Por otro lado, esta el uso de agentes de control biol6gico que tiene gran efectividad.
Whipps (1993) observé que Lecanicillium (antes Verticillium) lecanii parasito el 90
% de las pustulas de P. horiana. En otro estudio Rodriguez-Navarro et al. (1996)
reportaron la disminucion de la enfermedad utilizando L. lecanii, quien tuvo una
disminucion respecto al testigo del 53.5 %. Por otra parte, también se encuentra
Cladosporium spp., del cual Garcia-Velasco et al. (2005) reportan que tiene la
capacidad de hiperparasitar las pustulas de P. horiana, teniendo una efectividad del
84 % de pustulas parasitadas; por otro lado, Rares et al. (2014) lograron la
disminucién en la severidad de P. horiana utilizando una cepa de Trichoderma sp.,

con la que disminuyo la severidad en 43.06 % respecto al testigo.

2.6. Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma son agentes de control biolégico de varios
patdogenos del suelo y foliares. Poseen diferentes mecanismos de accién que
emplean de manera directa como micoparasitismo y antibiosis (Howell, 2003;

Vinale, 2008). También destaca por su capacidad de mejorar el crecimiento de las
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plantas (Samuels, 1996; Yedidia et al., 2003) e inducir resistencia sistémica contra

fitopatogenos (Yedidia et al., 1999; Yedidia et al., 2003; Howell, 2003; Vinale, 2008).

Trichoderma presenta micelio ramificado con apariencia de un pequefio arbol, en
su micelio se produce un ensanchamiento que toma formas globosas u ovoides,
conocidas como clamidosporas; estas son estructuras de supervivencia que toleran

condiciones ambientales adversas (Druzhinina et al., 2006).

2.6.1 Clasificacion taxondmica

De acuerdo con Kirk (2019) el género Trichoderma se ubica en la siguiente

clasificacion taxonomica:
Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

2.6.2 Mecanismos de accion
El género Trichoderma spp. es utilizado como agente de control biologico debido a
las relaciones antagonistas que establece con otros hongos fitopatégenos. Se han

reportado mecanismos de accion directos, entre estos: competencia,

micoparasitismo y antibiosis; de manera indirecta ha demostrado tener influencia en
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la promocién del crecimiento de algunas plantas y en la induccién de resistencia
sistémica contra fitopatdgenos (Windham et al., 1989; Vinale et al., 2008; Infante et

al., 2009; Martinez et al., 2013).

2.6.2.1. Competencia

Un factor esencial para que exista la competencia es la escasez o limitacion de un
requerimiento (espacio, agua, nutrientes), por lo que la competencia puede definirse
como el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacion de los recursos por uno de ellos
reduzca la cantidad necesaria para los demas (Martinez et al.,, 2013). La
competencia por nutrientes de Trichoderma es principalmente por carbono, nitrato
y hierro (Sivan y Chet, 1989). Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las
caracteristicas del agente de control biologico como la velocidad de crecimiento y
desarrollo, y por factores externos como el pH, tipo de suelo, temperatura y

humedad (Martinez et al., 2013).

2.6.2.2. Micoparasitismo

Durante el proceso de micoparasitismo, Trichoderma spp. crece quimiétroficamente
hacia el micelio del hospedante y se adhiere a las hifas de este, en las que
frecuentemente se enrolla y en ocasiones penetra. La degradacién de las paredes
celulares del hospedante se observa en estados tardios del proceso parasitico que
conlleva al debilitamiento casi total del fitopatdgeno (Harman et al., 2004). Sus

etapas son:

a) Reconocimiento
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Las cepas de Trichoderma spp. detectan a otros hongos y crecen
quimiotréficamente hacia ellos, la deteccidn se debe parcialmente a la expresion

secuencial de enzimas que degradan la pared celular (Harman et al., 2004).

b) Adhesion y enrollamiento

Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas de Trichoderma spp.
se adhieren a las del hospedante mediante la formacion de estructuras parecidas a
ganchos que se enrollan alrededor de estas. El ataque es mediante la union de
carbohidratos de la pared celular de Trichodema spp. a lectinas en el hospedante

(Inbar et al., 1996; Harman et al., 2004).

c) Actividad litica

En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes
celulares del hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista

(Kicuk y Kivang, 2004).

2.6.2.3. Antibiosis

Trichoderma produce gran cantidad de metabolitos secundarios con efectividad
bidlogica (Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998). El término "metabolito secundario”
incluye un término heterogéneo de un grupo de compuestos naturales
guimicamente diferentes, posiblemente relacionado con las funciones de
supervivencia para el organismo que lo produce, como la competencia contra otros
micro y macroorganismos, simbiosis, transporte de metales, diferenciacién, etc.

(Demain y Fang, 2000).
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Ghisalberti et al. (1990) demostraron la eficacia de biocontrol de aislados de T.
harzianum frente a Gaeumannomyces graminis var. tritici (mal de pie del trigo), por
la produccién de antibidticos tipo pirona. La produccion de metabolitos secundarios
por Trichoderma spp. depende de la especie e incluye antifingicos, sustancias que
pertenecen a una variedad de clases de compuestos quimicos y estos fueron

clasificados por Ghisalberti y Sivasithamparam (1991) en tres categorias:

1) Antibiéticos volatiles: 6-pentyl-a-pirona (6PP) y la mayoria de los derivados de

isocianuro.

2) Compuestos solubles en agua: acido heptelidico o acido kononico.

3) Antibioticos peptidicos como lo son los oligopéptidos lineales de aminoéacidos 12-
22 ricos en acido a-aminoisobutirico, N-acetilado en el extremo N-terminal y que

contiene un amino alcohol.

Las estructuras quimicas de los antibioticos de Trichoderma spp. pueden deberse
a dos mecanismos de accion: 1. La produccion de compuestos volatiles no polares
de bajo peso molecular, que dan como resultado alta concentracién de antibiéticos
en el suelo con influencia en la poblacién microbiana a larga distancia; y 2. El efecto
de corta distancia, que puede deberse a los antibioticos polares y los antibiéticos

peptidicos que actian cerca de las hifas productoras (Vinale et al., 2008).

2.6.2.4. Estimulacion de crecimiento vegetal
Trichoderma spp. tiene la capacidad de colonizar la superficie de las raices

induciendo un mejor desarrollo del sistema radicular, incrementando la
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disponibilidad y solubilizacién de nutrientes. Lo anterior trae consigo, cambios
sustanciales en el metabolismo de los tejidos de las plantas que conlleva a mejorar
su desarrollo y productividad (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004; Vinale et al.,

2008).

Otros de los medios por los que estimula el crecimiento vegetal, se debe a su
capacidad de multiplicarse en el suelo y adherirse a las raices de las plantas para
liberar hormonas como auxinas, giberelinas y citoquininas, las cuales inducen el

desarrollo y crecimiento (Vera et al., 2002).

Cubillos et al. (2009) evaluaron una cepa comercial y una nativa de T. harzianum
en semillas y plantas de maracuya, entre los resultados encontraron que la cepa
nativa presentd los mejores resultados frente al testigo en variables como: longitud
de tallo (63.44 %), grosor de tallo (33.33 %), numero de hojas verdaderas (70 %),
longitud de raiz (89.33 %) y peso seco total (125). Por su parte Candelero et al.
(2015) reportaron la efectividad de 13 cepas de Trichoderma spp. y una especie de
T. harzianum, en plantulas de Capsicum chinense Jacg. en las variables de altura
(125 %), peso seco (88 %), longitud de raiz (41 %), volumen radical (550 %) y

biomasa de raiz (166 %).

En un estudio, Valencia y Arbeladez (1999) realizaron aplicaciones de Trichoderma
sp. en plantas de crisantemo y observaron un aumento del 77 % en el crecimiento
de las plantas inoculadas. Mientras que Chavez-Garcia (2006) evalu6 el efecto de
Trichoderma sp., en plantulas de crisantemo el cual tuvo diferencias estadisticas
respecto al testigo en las variables: peso fresco foliar (65 %), peso seco foliar (34
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%), longitud foliar (14 %), peso fresco radicular (12 %) y altura de la planta (12 %).
Por su parte, Prassana et al. (2016) evaluaron una cepa de Trichoderma sp. en dos
variedades de crisantemo, en las cuales obtuvieron incrementos notables, respecto

al testigo, en las variables de peso fresco (170 %) y peso seco (230 %).

2.6.2.5. Induccion de resistencia

Las plantas son resistentes a la mayoria de los microorganismos patégenos a través
de la inmunidad innata; ademas de que poseen gran cantidad de defensas activas,
gue pueden expresarse en respuesta a estrés bidtico. El mecanismo de defensa
puede ocurrir localmente en el sitio de la infeccion o puede ser sistémico (Gozzo,

2003; Devendra et al., 2007; Coninck et al., 2015).

La induccidn de la resistencia en las plantas se presenta al activarse una serie de
mecanismos cuyo objetivo es defender, disminuir o contrarrestar una infeccion, ya
sea por el ataque de microorganismos patogenos, dafo fisico debido a insectos u
otros factores, tratamiento con diversos inductores quimicos y la presencia de
rizobacterias no patégenas. Se han registrado diversos avances en el conocimiento
de las vias involucradas en esta resistencia; en muchos casos el acido salicilico o
el acido jasmonico, junto con el etileno u 6xido nitroso, inducen una cascada de
eventos que conducen a la produccion de gran variedad de metabolitos y proteinas

con diversas funciones (Howell, 2003; Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008).

La induccion de resistencia incluye la activacion de enzimas hidroliticas como las
glucanasas, quitinasas y enzimas oxidoreductoras como las peroxidasas (Yedidia

et al., 2003; Harman et al., 2004, Vinale et al., 2008). Las glucanasas y quitinasas
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son enzimas que degradan la pared celular de hongos y las peroxidasas son
enzimas fundamentales para el fortalecimiento de la pared celular (Yedidia et al.,

1999).

Las plantas pueden activar su resistencia sistémica de dos maneras: resistencia
sistémica adquirida (SAR) e induccién de resistencia sistémica (ISR). Las plantas
emplean la respuesta SAR para restringir la expansion de patdégenos en tejidos al
inducir necrosis en el sitio local tras la infeccién primaria (Durrant y Dong 2004;
Glazebrook, 2005; Zipfel, 2014), la cual se caracteriza por la activacién de genes
relacionados con acido salicilico (SA) y proteinas relacionadas con la patogéenesis
(Van Loon y Van Strien 1999). En cuanto a ISR esta respuesta no causa la
acumulacion de proteinas relacionadas a la patogénesis, tampoco acido salicilico,
sino que se utilizan las vias reguladas por el acido jasmonico y el etileno (Valland y

Goodman, 2004).

Sobre la induccion de resistencia. Ezziyyani et al. (2005), observaron que el
tratamiento con T. harzianum en las raices de pimiento produce una reaccion
sistémica en las hojas que induce la produccién de proteinas relacionadas con la
patogénesis con actividad de peroxidasas. Por su parte, Yoshioka et al. (2011),
reportaron que el tratamiento con T. asperellum en el sustrato provoca una
respuesta sistémica en plantas de Arabidopsis thaliana contra la mancha bacteriana
de la hoja ocasionada por Pseudomonas syringae pv. tomato. Guzman-Valle (2012)
reporté que la aplicacion T. asperellum en plantas de cebolla (Allium cepa L.) indujo
respuesta sistémica en las hojas al incrementar la actividad enziméatica, ademas de

inducir una resistencia local en bulbos y raices. Por su parte, Vitti et al. (2016)
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demostraron que T. harzianum (T-22) induce resistencia sistémica en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum var. cerasiforme cv. Cherry) infectadas por el virus
del mosaico del pepino (CMV) al incrementar los niveles de acido jasmonico, etileno

y &cido salicilico en hojas como en la raiz.
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3. JUSTIFICACION
El cultivo de plantas en maceta es de gran importancia econdémica en el centro del
pais, ya que genera una derrama economica significativa, siendo principalmente
San Lorenzo Tlacotepec, Atlacomulco, Estado de México, donde se concentra la
mayor actividad en el estado. Uno de los cultivos con mayor demanda es el
crisantemo, ya que se produce durante todo el afio, pero es susceptible al hongo
Puccinia horiana, agente causal de la enfermedad conocida como roya blanca. El
manejo del fitopatdgeno se basa principalmente en el uso de fungicidas quimicos,
lo cual ha traido repercusiones negativas al ambiente y a la salud de las personas

gue los manipulan; ademas, se han reportado casos de resistencia.

Por lo anterior, es necesario investigar alternativas para el manejo de la
enfermedad, tal es el caso de agentes de control biolégico que han demostrado
tener efectividad como Trichoderma spp. Por ende, este trabajo tiene por objetivos:
Determinar la incidencia y la severidad de Puccinia horiana en crisantemo var.
Delano y la estimulacion de crecimiento vegetal por efecto de Trichoderma

asperellum y Trichoderma barbatum.
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4. HIPOTESIS

La inoculacion de Trichoderma asperellum y Trichoderma barbatum en plantas de
crisantemo var. Delano disminuira la incidencia y severidad de Puccinia horiana y

estimulara el crecimiento vegetativo.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Determinar la incidencia y la severidad de Puccinia horiana en crisantemo var.
Delano y la respuesta en el crecimiento vegetal por efecto de Trichoderma

asperellum y Trichoderma barbatum.

5.2 Objetivos especificos
Determinar la efectividad de Trichoderma asperellum y Trichoderma barbatum en la

incidencia y severidad de Puccinia horiana en plantas de crisantemo var. Delano.

Determinar el efecto de Trichoderma asperellum y Trichoderma barbatum en el

crecimiento vegetativo de plantas de crisantemo var. Delano.
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6. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de fitopatologia del Centro
Universitario Tenancingo-Universidad Autdbnoma del Estado de México (UAEM),
ubicado en la carretera Tenancingo-Villa Guerrero Km. 1.5, C. P. 52400,

Tenancingo, Estado de México, México.

6.1. Cepas de Trichoderma spp.

Se utilizaron dos cepas de Trichoderma Cut-B y SS2, cuyas especies corresponden
a T. asperellum y T. barbatum, respectivamente; ambas fueron aisladas del
municipio de Tenancingo, Estado de México, T. barbatum se obtuvo de un suelo
forestal y T. asperellum de un suelo cultivado con rosa (Alonso-Bahena et al., 2018).
Las dos cepas se caracterizaron por tener un crecimiento rapido, habilidad
competitiva alta y actividad antagonica in vitro contra Rosellinia necatrix Berl. ex

Prill, Verticillum dahliae Kleb y Botrytis cinerea Pers (Alonso-Bahena, 2020).

Las cepas se cultivaron en medio de cultivo papa, dextrosa y agar (PDA, marca
Bioxon®), el cual fue preparado como se indica a continuacién: se utilizaron 39 g
gue fueron mezclados en 1 L de agua destilada, enseguida se esterilizé en una olla
de presioén (All American®) durante 15 minutos a 121 ° C, con presién de 20 psi. Una
vez estéril, se vacié en cajas de Petri de cristal (Kimax®) estériles bajo condiciones

de asepsia en una campana de flujo laminar (Scorpion Scientific®).

Una vez gelificado el medio de cultivo se realiz6 la siembra de T. asperellum y T.

barbatum; para esto se utilizé una aguja de diseccién con la que se hicieron
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pequefios cortes circulares al medio de cultivo con esporas que fueron colocados
en las cajas de Petri con el medio PDA. Al finalizar, las cajas se sellaron con plastico
auto adherente y se incubaron bajo condiciones de laboratorio a temperatura de 20

+2°C.

6.2. Plantas de crisantemo

Se utilizaron esquejes enraizados de crisantemo var. Delano de aproximadamente
dos semanas de edad, los cuales se obtuvieron de la empresa Plantulas de Tetela
S. de R. L de C. V. Cabe destacar que dicha variedad es utilizada para su siembra
en el rubro de la maceteria en San Lorenzo Tlacotepec, Atlacomulco. De acuerdo
la National Chrysanthemum Society, USA (2017), el tipo de capitulo pertenece al
grupo de las decorativas, es de color morado, tiene un diametro de
aproximadamente 12 cm, con tiempo de respuesta a floracién de 8 semanas (Figura

9) (VandenBerg, 1989).

Smily Pluger &

Figura 9. Capitulo de crisantemo var. Delano
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6.3. Plantacion

Para la plantacion se utiliz6 como sustrato peat moss mezclado con agrolita en
proporcion 2:1, el cual se esterilizd en una olla de presion durante una hora, dos
veces consecutivas. Una vez esterilizado, se llevo a cabo la plantacién en vasos de
unicel de 8 onzas (236.5 mL). Las plantas se mantuvieron en una camara de

crecimiento de plantas (Thermo Scientific®).

6.4. Manejo de las plantas de crisantemo

Las plantas de crisantemo se colocaron en una camara de crecimiento en donde se
mantuvieron las siguientes condiciones: temperatura de 21 °C, humedad relativa del
70 % al 90 % y fotoperiodo de 9 horas luz por 15 horas oscuridad. Las plantas se
regaron cada tercer dia. Diecisiete dias después del trasplante se realizé una
fertilizacion, adicionando al sustrato de cada planta 0.5 g de la formula 12-12-12 de

manera granular.

6.5. Inoculacién de Trichoderma spp.

Se utilizaron las especies de Trichoderma asperellum y T. barbatum crecidas en
medio de cultivo PDA de 15 dias de edad, a partir de las cuales se realiz6 una
suspension de conidios; para esto, primeramente se agregaron 20 mL de agua
destilada estéril en la caja de Petri de la respectiva especie y con una varilla de
aluminio se agit6 suavemente la superficie de la colonia para liberar conidios,
enseguida con una pipeta seroldgica se recupero la suspension y se coloco en un

vaso de precipitado de 500 mL, teniendo la precaucion de evitar tomar trozos del
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medio PDA, este proceso se repitié con otras cajas con crecimiento de Trichoderma

spp., hasta que se obtuvo la mayor cantidad de suspension de conidios.

La suspension se mantuvo en una parrilla de agitacion (Cimarec®) durante 20
minutos. Posteriormente, con una cAmara de Neubauer (Marienfeld®) se determiné

la concentracion de conidios por mL.

A partir de la suspensién se inocularon al sustrato de manera independiente por
cada especie, 107 conidios por planta (aproximadamente de 3-3.5 mL de
suspension) en tres momentos: 1) al momento del trasplante; 2) 15 dias después
del trasplante; y 3) 30 dias después del trasplante. El testigo consistio en plantas

sin inocular a las que se les adicion0 agua destilada estéril.

6.6. Incorporacién de la fuente de in6culo (Puccinia horiana)

Quince dias después de la plantacion y posterior a la segunda inoculacion de
Trichoderma, se incorporaron completamente al azar en cada uno de los tres
tratamientos cinco plantas de crisantemo con sintomas de P. horiana, las cuales
fueron infectadas previo al inicio del experimento. Con esta técnica se pretendio
tener una fuente de inéculo permanente para que, una vez que se produjeran las
condiciones, se desarrollara la infeccién. Por otro lado, con la finalidad de registrar
el momento en el que se presentaron los sintomas, asi como la incidencia de la
enfermedad a través del tiempo, las plantas fueron revisadas cada dos dias después

de la incorporacion de la fuente de in6culo (ddi) (Figura 10).
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Segunda inoculacién con Tercera inoculacion con Fin del
T asperellumy T. barbatum T asperellumy T. barbatum experimento
Fertilizacion
[ ; [ |

Primera inoculacion de l T S T
Trichoderma asperellum y T |ncomoracion de fuente de a
harbatum inoculo de P horiana
(107 conidios)

Figura 10. Linea de tiempo del establecimiento del experimento y las actividades de inoculacién de Trichoderma spp.,
incorporacion de la fuente de in6culo (Puccinia horiana) y fertilizacion.
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6.7. Variables evaluadas

La efectividad de T. barbatum y T. asperellum como inductores de resistencia

sistémica contra P. horiana en plantas de crisantemo, se determiné por medio del

registro de la incidencia de la enfermedad y del indice de severidad. Por otro lado,

la estimulacién de crecimiento vegetal se determiné considerando: altura de las

plantas, nimero de hojas, didmetro de tallo, peso fresco y peso seco del follaje. El

procedimiento para cada variable fue el siguiente:

1.

Incidencia de la roya blanca: se llevo a cabo por medio de la revision de las
plantas cada dos dias a partir del dia posterior a la incorporacién de la fuente
de inoculo, para tal fin se registré el niumero de plantas que presentaban los
siguientes sintomas: en el haz de las hojas manchas pequefias de color
verde claro a blanco que posteriormente se tornaron de color amarillo y en el
centro de las manchas color café. En el envés formacion de manchas
blancas, que originaron pustulas color rosa que una vez maduras se tornaron
café claro.

indice de severidad: se analizaron 10 hojas por planta, partiendo de las que
se encontraban en la parte superior de la planta y en sentido descendente.
De cada hoja se determin6é la severidad con el apoyo de la escala
diagramatica propuesta por Jaraba et al. (1999) (Obtenido de Nieto-Angel et
al., 2001) (Figura 11), la cual consta de 7 clases, donde: O corresponde a
hoja sana y 6 corresponde a una hoja con mas de un tercio de su superficie
con manchas producidas por P. horiana (26.47 % - 33.86 %). Los datos

obtenidos se transformaron a indice de severidad por medio de la férmula:
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Donde:

IS = indice de severidad

Xki = Nivel de dafio en el momento i (0-7)

Nki = Nimero de plantas con dafio en el momento i

N;j= Numero total de plantas evaluadas

3. Altura de las plantas: se determindé con una regla midiendo a partir de la
corona hasta el apice de la planta.

4. Numero de hojas: se obtuvo contabilizando la totalidad de estas en cada
planta; se consideraron aquellas hojas cuyo tamafio minimo fue de 1.7 cm
de largo.

5. Diametro de tallo: se determiné con un vernier digital (Mitutoyo®) tomando la
medida en la parte media del tallo.

6. Peso fresco del follaje: para esto se separ6 la parte aérea (a partir de la
corona) de la raiz; la variable se determind con el uso de una balanza
analitica (BOECQ®).

7. Peso seco del follaje: se obtuvo posterior al mantenimiento de las plantas en
una camara de secado (Felisa®) a 70 °C; para lo cual, diariamente se pesaron
tres plantas por tratamiento y en el momento que el peso fue constante se

tomaron los datos pesando las plantas en una balanza analitica.
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6.8. Disefio experimental y analisis estadistico

Se establecié un disefio experimental completamente al azar con tres tratamientos
y 30 repeticiones cada uno. Los datos se sometieron a un analisis de varianza de
una viay comparaciéon de medias Tukey (P>0.05) con el programa Info Stat, versién

estudiantil (Di Rienzo et al., 2017).
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20.19
(15.11-26.46)

J1.86
(26.47-33.86)

Figura 11. Escala diagramatica para la evaluacion de la severidad de Puccinia horiana en crisantemo (Jaraba et al., 1999)
(Obtenido de Nieto-Angel et al., 2001).
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7. RESULTADOS

7.1. Sintomas ocasionados por Puccinia horiana en plantas de crisantemo
var. Delano

Los sintomas iniciales se presentaron en hojas jovenes. En el haz se manifestaron
pequefias manchas de color verde claro a blanco (Figura 12); conforme avanzé el
tiempo las manchas aumentaron de tamafo (Figura 13) y posteriormente el centro
de estas se tornd de color café (Figura 14). En el envés se formaron manchas
blancas, las cuales dieron origen a pustulas color rosa que conforme maduraron se

tornaron café claro (Figura 15).

Figura 12. Sintomas iniciales de roya blanca en el haz de las hojas de crisantemo,
var. Delano de las plantas testigo a los 17 dias después de la incorporacién de la
fuente de indculo.
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Figura 13. Sintomas de roya blanca en hojas de crisantemo var. Delano de las
plantas testigo, a los 21 dias después de la incorporacion de la fuente de indculo.

Figura 14. Sintomas avanzados de roya blanca en el haz de las hojas de crisantemo
var. Delano en plantas testigo a los 30 dias después de la incorporacién de la fuente

de in6culo.
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Figura 15. Pustulas de roya blanca en el envés de las hojas de crisantemo var.
Delano en plantas del testigo a los 30 dias después de la incorporacion de la fuente
de indculo.

7.2. Incidencia de roya blanca en plantas de crisantemo

En todos los tratamientos los primeros sintomas de roya blanca se manifestaron a
partir de los 17 ddi. En el caso del testigo, el nUmero de plantas enfermas hasta los
21 dias presentd un crecimiento tipo exponencial, y en las inoculadas con
Trichoderma barbatum y T. asperellum hasta los 25 dias tiene semejanza con una
curva monomolecular. La cinética de la enfermedad fue diferente entre los
tratamientos en los que se inoculd Trichoderma spp. y el testigo, siendo este ultimo
el que present6 la mayor incidencia al término del periodo de evaluacion (46 dias)

(Figura 11).
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En el testigo, a los 17 ddi el 13 % de las plantas manifestaron sintomas, a los 19 ddi
el numero de plantas enfermas aument6 exponencialmente a 86.7 % y a los 21 ddi
el 96.6 % presentaron la enfermedad; a partir de este momento el progreso de la

enfermedad se detuvo (Figura 17).

En las plantas inoculadas con T. barbatum a los 17 ddi la incidencia fue de 3 %, a
los 19 ddi se incrementé a 37 % y a los 21 ddi el 47 % presentaba la enfermedad;
el avance de la enfermedad se detuvo a los 25 ddi, momento en el que 50 % de las
plantas presentaron sintomas. Por su parte, en las plantas inoculadas con T.
asperellum a los 17 ddi la incidencia fue mayor que en las inoculadas con T.
barbatum ya que el 17 % de las plantas presentaron algun tipo de sintoma; no

obstante, a partir de los 19 ddi el comportamiento fue el mismo (Figura 16).

100
90
80
70
60
50 —Testigo
40 —T. barbatum
30
20
10

Incidencia

~—T. asperellum

17 19 21 23 25 27 29
Dias después de la incorporacion de la fuente de indculo

Figura 16. Cinética de la incidencia de roya blanca en plantas de crisantemo var.
Delano, sin inocular (testigo) e inoculadas con Trichoderma barbatum y T.
asperellum.
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7.3. Indice de severidad

Se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05) entre el testigo y las plantas
inoculadas con T. barbatum y T. asperellum. En las plantas del testigo se presentd
el mayor indice de severidad de roya blanca con una media de 0.35, seguido del
tratamiento con T. asperellum con una media de 0.09; tales resultados muestran
gue la inoculacién con T. asperellum redujo en 75 % el indice de severidad respecto
al testigo. En las plantas inoculadas con T. barbatum, el promedio de indice de
severidad fue de 0.07, siendo este el valor mas bajo de los tres tratamientos, con
una reduccion del indice de severidad del 80 %, respecto al testigo (Cuadro 4,
Figura 17).

Cuadro 4. indice de severidad y porcentaje de reduccion del indice de severidad de
roya blanca en plantas de crisantemo var. Delano.

Tratamiento indice de severidad Reduccién del indice
de severidad*
Testigo 0.352 No aplica
T. barbatum 0.07° 80%
T. asperellum 0.09° 75%

Cifras con diferentes literales indican diferencias estadisticas. Comparaciéon de medias Tukey
(P>0.05).

*Respecto al testigo.
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Figura 17. Cinética de la severidad de roya blanca en el envés de hojas de
crisantemo var. Delano: a) Testigo; b) Trichoderma barbatum y c) T. asperellum.

7.4. Estimulacion del crecimiento vegetal

A los 46 dias después de la primera inoculacién con Trichoderma spp. se evaluaron
las variables de: altura, nUmero de hojas, diametro de tallo, peso fresco y peso seco

del follaje; en las cuales, al someter los resultados al analisis de varianza no hubo
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diferencias estadisticas (P>0.05) a excepciéon del nimero de hojas. Cabe sefalar
que, a pesar de esto, en algunas de las variables se observé una tendencia de
aumento de los valores cuando las plantas se inocularon con Trichoderma spp.

(Cuadro 5).

Cuadro 5. Altura, nimero de hojas, diametro de tallo (cm), peso fresco (g) y peso
seco (g) en plantas de crisantemo var. Delano, sin inocular e inoculadas con
Trichoderma barbatum y T. asperellum.

Tratamiento Altura NUme_ro Diametro de Peso Peso
(cm) de hojas tallo (cm) fresco (g) seco (Q)

Testigo 9.322 13.632 0.412 4.322 0.402

T. barbatum 10.362 15.00° 0.432 4.222 0.372

T. asperellum 10.142 15.37° 0.412 4.602 0.392

Cifras con diferentes literales indican diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey
(P>0.05).

La altura fue menor en el testigo en comparacion con las plantas inoculadas con
Trichoderma spp. En este tratamiento la media fue de 9.32 cm, mientras que para
el tratamiento con T. barbatum fue de 10.36 cm y para las plantas inoculadas con
T. asperellum de 10.14 cm. De acuerdo con lo anterior, las plantas aumentaron su

crecimiento en 11.2 y 8.8 %, respectivamente.

En lo que respecta al nimero de hojas, la media en el tratamiento testigo fue de
13.63, con T. barbatum de 15 y con T. asperellum de 15.37, lo que indica un
aumento en esta variable con respecto al testigo, de 10.3 y 12.8 9%,

respectivamente. En cuanto al diametro de tallo, los tratamientos del testigo y T.
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asperellum tuvieron una media de 0.41 cm, mientras que con T. barbatum fue de

0.43 cm; es decir, 5 % mayor que el testigo.

En el caso del peso fresco se obtuvo que en el tratamiento inoculado con T.
barbatum las plantas presentaron menor biomasa con 4.22 g, seguido del testigo
con 4.32 g, mientras que las plantas del tratamiento con T. asperellum se obtuvo
una media de 4.60 g. Por ultimo, en la variable de peso seco el testigo presento el
mayor valor de los tres tratamientos con una media de 0.40 g, seguido de T.

asperellum con 0.39 g y T. barbatum con 0.37 g.
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8. DISCUSION

Los primeros sintomas de roya blanca en las plantas de crisantemo se observaron
en el haz de hojas jovenes; estos consistieron en pequefias manchas circulares
color verde claro que posteriormente se tornaron a amarillo cuyo centro fue café. En
el envés se formaron manchas blancas, las cuales dieron origen a pustulas color
rosa que conforme maduraron se tornaron café claro. Tales sintomas fueron
similares a los registrados por Rodriguez-Navarro et al. (1996), quienes describen
manchas de color verde claro a amarillentas en el haz de las hojas, cuyos centros
al pasar el tiempo se tornan café y finalmente se necrosan; ademas, reportan que
las pustulas en el envés son de color blanco, circulares y cerosas que posterior a la

diseminacion de las esporas se tornan de rosado a cafeé.

El fotoperiodo en el que se incubaron las plantas fue de 15 horas oscuridad y 9
horas luz; lo cual, de acuerdo con Vences y Vazquez (2008), es favorecedor para el
patdgeno, ya que al predominar las horas oscuridad se estimula la infeccion y en
consecuencia es mayor el numero de pustulas. En cuanto a la humedad relativa,
fue superior al 80 %, con un intervalo de temperatura de 21 a 24 °C, parametros
gue de acuerdo a diversos autores, favorecen el desarrollo de la enfermedad; en
este sentido, Horst y Nelson (1997) reportan que la temperatura necesaria para que
las basidiosporas emerjan de las teliosporas a través del basidio se requiere
temperatura entre 4 a 23 °C, siendo la 6ptima 17 °C; en lo referente a la germinacion
de las basidiosporas, el proceso se lleva a cabo en 2.5 horas cuando la temperatura

se encuentra entre 0 a 30 °C.
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En las plantas donde se inoculdé T. asperellum y T. barbatum se presentaron
resultados favorables al disminuir la incidencia y severidad de P. horiana respecto
al testigo. Cabe sefialar que la técnica utilizada para que se llevara a cabo la
infeccion de P. horiana en las plantas de crisantemo fue eficaz, ya que siendo un
patdgeno obligado es dificil mantener una fuente activa de dicho patdégeno. En lo
gue respecta a la incidencia, se registro la reduccién del 48 % con ambas especies;
en cuanto a la severidad, con T. asperellum se presentd una reduccién del 75 %y
con T. barbatum 80 %, respecto al testigo. Existen pocos estudios que aborden a
Trichoderma spp. como alternativa de manejo de P. horiana en crisantemo; entre
estos se encuentra el estudio de Rares et al. (2014), en la ciudad de Tomohon,
Indonesia, quienes inocularon una cepa comercial de Trichoderma spp.; como
resultados registraron disminucion de la severidad de la roya blanca en 46 %,
respecto al testigo. En contraste con los resultados del presente experimento, las
especies nativas estudiadas presentaron mayor efectividad. Con tales resultados es
evidente que ambas cepas representan una alternativa viable para manejo de la

enfermedad en plantas de crisantemo.

Por otro lado, existen investigaciones donde Trichoderma spp. se enfrenta a otro
tipo de royas; por ejemplo: en un estudio desarrollado en Egipto por Hamdy et al.
(2001), se determind la severidad de P. recondita (agente causal de la roya café) en
trigo (Triticum aestivum L.) a partir de la inoculacién de una cepa comercial de T.
harzianum (Plant guard®) durante dos periodos (1998-1999 y 1999-2000); en el
primer periodo registraron disminucion de la severidad en 96 %y en el segundo del

66 %, respecto al testigo.
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Se han reportado algunas otras alternativas para el manejo de P. horiana en
crisantemo; entre estas, el uso de otros agentes biolégicos y compuestos
inorganicos menos perjudiciales para las personas y el ambiente. En este sentido,
Rodriguez-Navarro et al. (1996) realizaron inoculaciones de 10%° conidios mL™ de
Lecanicillium lecanni sobre el envés de las hojas de crisantemo para su colonizacién
sobre las pustulas de P. horiana, con este tratamiento se obtuvo una disminucién
de 53.5 % de la severidad, respecto al testigo; también registraron considerable
disminucion de la severidad con sales inorganicas como: sulfato de cobre cuya
reduccion fue de 84.5 %, 82 % con bicarbonato de potasio y 67 % con bicarbonato
de sodio; ademas, reportan la efectividad con la cubierta epidermal Nu film 17 (di-
1-menteno antitranspirante de baja viscosidad; Dupont Co.) con la que se tuvo una
reduccion del 62 %. Tales investigaciones dan la pauta para que en un futuro se
aborde el uso de T. barbatum y T. asperellum en conjunto con las alternativas

descritas.

En cuanto a las variables de crecimiento vegetativo, no se presentaron diferencias
estadisticas (P>0.05) respecto al testigo; a excepcion del nimero de hojas al
obtenerse 12.8 % mas con T. asperellum y 10 % mas con T. barbatum (Cuadro 6);
por lo que se concluyé que durante el periodo de evaluacion las cepas estudiadas
no estimularon el crecimiento vegetativo. Resultados similares los reportan Rares
et al. (2014) quienes no encontraron diferencias a favor de Trichoderma sp. en las
variables de crecimiento; sino que, al contrario, en el testigo se registr6 10.8 % mas

hojas y 9.7 % mas altura.
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Por otra parte, en Colombia, Valencia y Arbeldez (1999) estudiaron el efecto de las
cepas nativas T-13y T-17 de T. harzianum y las cepas de Trichoderma sp. T-21B y
T-34B en plantulas de crisantemo, de las cuales se inoculé el sustrato con semillas
de trigo colonizado 10 dias antes del trasplante. La cepa con la que se obtuvieron
los mejores resultados fue la T-17 con la que se presentdé aumento del 77 % de
altura, respecto al testigo. También en Colombia, Chavez (2006) evalué en
crisantemo el efecto de una cepa nativa de Trichoderma sp., el autor reporta
diferencias estadisticas respecto al testigo en las variables de peso fresco foliar con
un incremento del 65 %, 34 % en el peso seco del follaje, 14 % en longitud foliar, 12

% en el peso fresco radicular y 12 % en la altura de la planta.

En otro estudio, Prassana et al. (2016) evaluaron una cepa de Trichoderma sp.
combinada con una cepa de Anabaena sp. (An-Tr) y otra combinacion de T. viridae
con Azotobacter sp. (Tr-Az) provenientes del Instituto de Investigacion Agricola,
Nueva Dehli, India; las combinaciones fueron estudiadas en las variedades de
crisantemo Golden Ball y White Star a una concentracion de 1 g de trigo colonizado
por plantula. El experimento finalizé 90 dias después del trasplante, momento en el
cual se obtuvieron diferencias en la variedad Golden Ball, respecto al testigo, con el
tratamiento An-Tr se registré que en el peso fresco hubo incremento del 170 % y

del 230 % en el peso seco.

Por su parte Cubillos et al. (2009) estudiaron una cepa comercial (TCC-005) y una
nativa (TCN-014) aislada de un suelo cultivado con palma africana (Elaeis
guineensis Jacg.) en la Estacion Experimental Caribia de Corpoica, Colombia,

ambas cepas correspondian a T. harzianum. Las dos cepas se inocularon en
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plantas de maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa Deg), entre los resultados
encontraron que, respecto al testigo, la cepa nativa fue la que presento los mejores
resultados en las variables, longitud de tallo aumentd un 63.4 %, asi como el grosor
de tallo 33.3 %, también en el numero de hojas verdaderas 70 %, longitud de raiz

con un aumento del 89.3 %, y 125 % en el peso seco total.

En otro estudio Candelero et al. (2015) estudiaron la efectividad de 14 cepas nativas
de Trichoderma spp., cuatro de estas pertenecieron a patosistemas agricolas y 10
a ambientes naturales, todas colectadas del estado de Yucatan. Entre las cepas se
encontraba una especie de T. harzianum, tres especies de T. virens, otra especie
perteneciente a T. koningiopsis y otras nueve no identificadas a nivel de especie.
Dichas cepas se evaluaron en plantulas de Capsicum chinense Jacqg., entre los
resultados reportan que la cepa Th05-02 (Trichoderma sp.) fue efectiva para
aumentar los valores, respecto al testigo, de las siguientes variables: altura con un
125 % y peso seco con 88 %. El tratamiento con Th02-01 (T. harzianum) tuvo un
aumento respecto al testigo en las variables de longitud de raiz con 42 %, volumen

radical con 550 % y biomasa de raiz con 133 %.

Cabe sefalar que el potencial de Trichoderma spp. para disminuir la incidencia y
severidad de diversos patdgenos, asi como su efectividad para estimular el
crecimiento vegetal, se puede atribuir a su origen (nativa o comercial) e incluso a la
forma, momento y cantidad de inoculaciones. Un punto que destacar es que existen
diversos trabajos con Trichoderma los cuales tienen una constante en comdn que
son las especies de T. asperellum y T. harzianum, especies que son ampliamente

estudiadas, ademas de ser efectivas en la reduccion de la severidad por parte de
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algunos patégenos, asi como la estimulacion del crecimiento vegetativo. En
contraste, es escasa la informacion sobre la efectividad de la especie de T.
barbatum que en el presente trabajo demostr6 ser efectiva en disminucién de la

incidencia y severidad de la roya blanca.
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9. CONCLUSIONES
Trichoderma asperellum y T. barbatum tienen la capacidad de disminuir, respecto
al testigo, el 47 % de la incidencia de Puccinia horiana en plantas de crisantemo

var. Delano.

T. asperellum y T. barbatum redujeron el indice de severidad de la roya blanca en
75 % y 80 %, respecto al testigo, por lo que ambas especies son una opcion viable

para el manejo de la enfermedad.

T. asperellum y T. barbatum estimularon el nimero de hojas en plantas de

crisantemo var. Delano.
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10. RECOMENDACIONES

e Se recomienda aumentar el nimero de inoculaciones a través del tiempo,
con la finalidad de determinar si T. asperellum y T. barbatum tienen efecto
positivo en el crecimiento de plantas de crisantemo var. Delano.

e Realizar inoculaciones de T. asperellumy T. barbatum en el follaje de plantas
de crisantemo var. Delano, con el objetivo de evaluar su efecto sobre la
incidencia y severidad de la roya blanca.

e Determinar los cambios bioquimicos que se presentan en plantas de

crisantemo por efecto de la inoculacion de T. asperellum y T. barbatum.
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