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INTRODUCCION: IMPORTANCIA DEL CULTIVO DEL GCLADIOLO EN ESPANA Y OBJETIVOS

DEL TRABAJO

El cultivo de plantas bulbosas de flor ha tenido en los tltimos afios un
considerable incremento en todo el mundo en base a la utilizacién de un ma-
terial de siembra seleccionado cuya produccién estd altamente especializada
y tecnificada. Los bulbos utilizados suelen pertenecer a variedades selec-
cionadas que, con frecuencia, incluyen numerosas novedades, gozan de un
elevado grado de homogeneidad varietal y son susceptibles de sufrir proce-
sos de preforzado y retardamiento que las hacen florecer en épocas determi-
nadas.

Con ello, algunos paises y muy especialﬁente Holanda han venido a cons -
truir un verdadero monopolio en la produccién de bulbos de flor que ha lle-
gado en muchas especies hasta tal grado de perfeccidn que excluye toda posi
bilidad de competencia immediata.

Hay sin embargo un cultivo de bulbo cuyas potencialidades auin no han si
do explotadas al mdximo: el gladiolo, que une a su valor como planta de jar
din, un interés econdémico muy superior como flor cortada. Este cultivo, tan
poco atendido por nuestros cultivadores ¢€n lo que a produccién de material
de siembra se refiere es, a diferencia de otras bulbosas, una planta muy a-
daptada a las condiciones mediterrdneas como lo - prueba la reciente entrada
de Israel en los mercados internacionales de produccién de simiente.

El gladiolo ocupa, con mucho, el primer lugar en nuestro pais dentro de
las plantas ornamentales bulbosas tanto en superficie cultivada como en vo-
lumen de importaciones, lo que puede apreciarse en el cuadro siguiente:

Cuadro 1: N2 DE BULBOS DE DIVERSAS ESPECIES IMPORTADOS POR NUESTRO PAIS

(1977)
Nombre botdnico Nombre comin N2 de unidades
Croccus sp. Azafrdn ornamental 177.980
Freesia sp. Fresia 199.575
Gladiolus sp. Gladiolo 26.075.701
Hyacintus sp. Jacinto 433.420

Iris germdnica Iris 6 lirio 1.236.173
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Nombre botdnico Nombre comin N2 de unidades
Lillium sp. ) Azucena . 64.903
Narcissus sp. Narciso 432.500
Tulipa gesneriana Tulipdn 3.025.000

Fuente: Servicio de defensa contra plagas e inspeccidén fitopatolégica.
D.G.P.A. Ministerio de Agricultura.

En los afios posteriores a 1977 estas cifras han crecido,pero observando
siempre una tendencia similar manteniendo el gladiolo uma primacia destaca-
da.

Las razones por las que en nuestro pais son pocas las empresas producto-
ras de bulbo de gladiolo para siembra y los cultivadores prefieren importar
el bulbo a producirlo ellos mismos son diversas, aunque dentro de ellas ocu
pa un lugar destacado la sanidad del material de siembra, y de manera inme-
diata son quizds las dificultades patolégicas los factores previos a resol-
ver cara a una futura expansién de este cultivo en nuestro pais. De una par
te tenemos los problemas virolégicos tan tipicos de todo material vegetal
de reproducci6n vegetativa (problema de importancia para la produccidn de
material de siembra,pero que no suele plantear problemas agudos en campo)
y, por otra parte, en el complejo de enfermedad que provoca la podredumbre
seca de los bulbos y el amarilleo y marchitez de la planta en el campo, de-
bidas al hongo Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (Massey) Snyder et Hansen,

y que constituyen el gran problema de este cultivo incidiendo en todas sus
fases: pérdidas de bulbo para material de siembra, fallos en la produccién
de flor, muerte de plantas, podredumbre en almacén, etc.

Cualquier expansién de este cultivo en nuestro pais requerird un conoci
miento lo mds profundo posible de esta enfermedad, tipica de climas cdlidos:
sintomatologia, epidemiologia,terapedtica,etc. Seria absurdo pretender que
todos estos apartados se estudiasen en profundidad en nuestras condiciones
espafiolas en un solo afio, 1imite marcado por la duracién de esta beca, por
lo que en um principio nos planteamos cuiles deberian ser nuestros obje-
tivos prioritarios en el trabajo, optando por abordar el problema desde
un punto de vista cronolégico, comenzando el aislamiento y determinacién



de los hongos implicados en este problema cn Espafia, sintomatologia de su a
taque, etc. sin dejar de estudiar por ello otros campos que, como cl de la
terapeltica (tratamiento de bulbillos con agua caliente para la erradica -

cién del patdgeno), a primera vista parecerian ser posteriores.



2: FUSARIOSIS DEL GLADIOLO

2.1: CICLO DE CULTIVO DEL GLADIOLO

Para una comprensién Sptima de la etiologia de la enfermedad y la sinto-
matologia que desarrolla en las plantas afectadas es fundamental tener una
nocidén somera del crecimiento de la planta y, sobre todo, de la formacidn
del nuevo bulbo a partir del bulbo madre.

El bulbo de gladiolo, al ser plantado puede emitir wuno o varios tallos,
dependiendo de su vigor; al comienzo, la emisidén de estos tallos tiene lu -
gar a costa de las reservas nutritivas del bulbo,pero simultdneamente a la
emisién de los tallos, en la zona inferior dei bulbo se desarrolla una co-
rona de raices que son las encargadas de la nutricién de la planta cuando
las reservas del bulbo se van agotando. Cuando la planta estd bien desarro-
llada se forma un bulbo hijo, pegado al bulbo madre, por engrosamiento de
la parte baja del tallo de la planté. Este bulbo hijo emite a su vez una co
rona de largas raices carnosas situadas en la zona de unidn de ambos bulbos,
que a veces engrosan en su extremidad y forman bulbillos de pequefio tama-
filo (3-10 mm. de didmetro) y que tras un afio o dos de cultivo puede dar lu -
gar a un nuevo bulbo, apto para la produccién de flor.

A la recolecciédn,el bulbo madre estd endurecido, arrugado, con raices
duras y fibrosas, quedando a veces de muy pequefio tamafio y adherido a la
parte inferior del bulbo hijo; éste es mds voluminoso y carnoso, y estd
rodeado de raices carnosas y bulbillos. Tras la cosecha, se procede a un
periodo de secado, tras el cual se puede separar facilmente el bulbo nuevo
del viejo.

2.2: SINTOMATOLOGIA

Hay dos momentos en el proceso productivo en el que se manifiestan
importantes dafios: en almacén y en campo; ambos casos pueden ser tan dife-
rentes en apariencia que ha costado largo tiempo el comprender que son debi
dos al ataque del mismo hongo, sin que exista incluso una especializacién
neta. Podemos distinguir dos tipos de sintomas primarios, sobre el bulbo,
que se pueden dar en campo o almacén y secundarios, sobre el follaje y por
tanto, sélo aparentes en el campo.



2.2.1: Sintomas sobre bulbo.

De acuerdo con nuestras observaciones y las descripciones de la literatu
ra se pueden resefiar cuatro tipos:

a) Decoloracidén y oscurecimiento de los haces vasculares que, al avanzar
la enfermedad y llegar la zona afectada a la superficie del bulbo hace que
aparezcan pequefias manchas de color marrén, bien delimitadas.

En nuestras observaciones en campo y en bulbos procedentes del extranje-
ro raramente hemos observado este tipo de sintomas. Si en cambio hemos apre
ciado bastante frecuentemente los siguientes:

b) Podredumbre marrén ("'Brown rot'): Aparece en cualquier lugar del bul-
bo pero principalmente cerca de la base, en la zona central del bulbo. No
se presenta la decoloracién vascular tipica del apartado anterior.

c) Podredumbre basal seca ('"Basal dry rot'). Difiere del anterior en el
espesor y posicién de las lesiones: Se da sélo en la base del bulbo alrede-
dor de 1la zona de las raices; el tejido afectado es muy delgado, casi nunca
penetra mds de 2-4 mm., toma una coloracién marrén claro, poco visible al
principio, que después evoluciona a marrén oscuro o negro, con una textura
escamosa cuando el bulbo se seca. El drea afectada queda deprimida, exis --
tiendo una clara linea de separacidén entre las partes sana y enferma. Poste
riormente las raices se necrosan y cesa la emisién de ellas.

Este es el sintoma que con mds frecuencia hemos detectado en prospeccio-
nes realizadas en campo.

Es también bastante comtin el encontrar bulbos que tienen sintomas inter-
medios entre los aqui expresados. Cuando los bulbos afectados son cortados
transversal o longitudinalmente se observa siempre un oscurecimiento de los
tejidos afectados acompafiados de un margen difuso cuando la enfermedad evo-
luciona; los tejidos afectados quedan con una textura firme, dura y lefiosa,
con el aspecto tipico de podredumbre seca.

d) Bulbos completamente momificados: Hemos encontrado con frecuencia es-
ta sintomatologia en bulbos procedentes de almacén. Suelen presentar un mi-
celio blanco recubriéndolos y una textura exponjosa y dura, muy similar a
la conocida '"podredumbre seca' de la patata. Es la fase final de la evolu -
cién en almacén de los sintomas anteriores.



10

2.2.2: Sintomas en follaje.

Hay dos sintomas tipicos:

a) Amarilleo: Suele presentarse en los bulbos afectados por podredumbre
basal seca: en estos bulbos, al verse afectada la zona de las raices, no se
produce emisién de €stas por lo que el desarrollo foliar sélo se lleva a ca
bo a expensas de las reservas del bulbo. Las hojas comienzan a amarillear
por su extremidad, hasta acabar desecdndose.

b)Hojas en asta de toro (''Cow horn'): En nuestras prospecciones hemos en

contrado con bastante frecuencia plantas que en los primeros estadios de su
desarrollo se curvan tomando el aspecto de cuerno con que se designa a la
enfermedad. Las plantas afectadas destacan claramente del resto por su for-
ma y su tamafio, que queda raquitico; no suelen producir vara floral.

2.3: IDENTIDAD DEL AGENTE PATOGENO.

La existencia de una sintomatologia tan variada y la gran variablilidad
de las especies del género Fusarium hace comprensible la larga confusién en
torno a la etiologia de la enfermedad.

MASSEY (1922) describié por primera vez una enfermedad del bulbo de gla-
diolo en conservacién causada por un hongo del género Fusarium y que poste-
riormente (1926) clasificé como F. oxysporum Schlecht. emend. Wr. var.
gladioli n. var. M

Mc CULLOCH (1944), al describir la forma vascular lo considerdé diferente
al anterior, clasificdndolo como-F. orthoceras App. et Wr. var. gladioli Ba
sando la separacidn del anterior en 1los sintomas en bulbo y en las caracte-
risticas culturales del hongo (crecimiento aéreo, pigmento y tamafio de mi -
croconidias).

Durante los afios inmediatos se mantuvo una considerable confusidén de la
que se encuentran abundantes ejemplos (Mc CLELLAN, 1927; Mc CLELLAN y
STUART, 1947; Mc CLELLAN, 1948; NELSON, 1948; GOULD, 1949; MAGIE,1950) has-
ta que en 1953, BALDsuministré cultivos monospdricos aislados de podredum -
bre basal y amarilleos a SWXDER para su identificacién, quien los clasificé
dentro de F. oxysporum Schl. BAKD (1953) demostré luego que ambos tipos de
aislamientos eran patdgenos sobre bulbos de gladiolo y los clasificé como
F. oxysporum f. gladioli (Massey) Sny. et Hn.
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Fue FORSBERG (1955) quien dié el paso final para establecer que las va -
rias formas de enfermedad eran producidas por el mismo agente causal. Estec
autor aislé de bulbos enfermos varios centenares de cepas de Fusarium de
los que seleccioné 40 en base a su patogenicidad y cardcteres fisioldgicos
y las comparé mediante test biolégicos (reacciones a la temperatura, a las
sales de cobre, cambios de pH, etc.), exdmenes morfolégicos (tipos de cre-
cimiento sobre medios diferenciales, medida de esporas, etc.) y patolégicos
(tendencia a reproducir la misma o diferente forma de enfermedad en bulbos
y plantas), deduciendo que los aislamientos no podian ser encuadrados den -
tro de grupos bien definidos, cuanto mis que los test de patogenicidad de -
mostraban que los aislamientos monospéricos eran capaces de producir mis de
una forma de enfermedad. Por todo ello propuso que todas las formas de Fusa-
rium que causan afecci6én a gladiolo debian ser incluidas sin matizacién ba-
‘jo el nombre de Fusarium oxysporum f. gladioli (Mas.) Sny. et Hn., denomina
cién que .se ha mantenido hasta hoy en dia.

Repetidos estudios han permitido establecer que el hongo puede atacar a
la planta, tanto a partir de bulbos y bulbillos procedentes de plantas en-
fermas, como de suelo infectado.

Asimismo se ha comprobado en miltiples ocasiones la existencia del hon-
go en condiciones de latencia en el material de multiplicacién sin que se
pueda asegurar que la enfermedad se manifieste en el ciclo de cultivo sub-
siguiente. )
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: ESTUDIO PATOLOGICO DE LOS BULBOS

Al plantearnos-los trabajos a realizar nos fijamos dos objetivos prima -
rios:

a) Andlisis patolégico de las importaciones de bulbo de gladiolo que se
llevan a cabo en nuestro pais.

b) Seguimiento del cultivo y problemas patolégicos presentados en diver-
sas explotaciones espafiolas, principalmente de las zonas . del Maresme
(Barcelona) y provincia de Valencia.

3.1: ANALISIS PATOLOGICO DE LAS IMPORTACIONES DE BULBOS DE GLADICLO

La casi totalidad del material de propagacién de gladiolo, bulbos y bul-
billos, procede del extranjero principalmente de Holanda; aunque ultimamen-
te las importaciones de Israel van adquiriendo cada vez mayor importancia.

Para el andlisis y estudio de este material de importacidén hemos contado
con la colaboracién del Servicio de Defensa contra Plagas e Inspeccién Fito
patolégica del Ministerio de Agricultura que nos ha remitido una muestra
de todas las partidas de cierto volumen entradas en nuestro pais por los
puertos de Barcelona y Valencia, que constituyen un porcentaje muy elevado
del total de las importaciones.

Las condiciones de muestreo y estudio eran las siguientes:

Por los servicios de inspeccién se tomaban 125 bulbos al azar de las par
tidas de cierto tamafio y, tras su recepcién en el laboratorio, se quitaban
las escamas externas y se estudiaban los bulbos con apariencia externa sana
y sospechosa, repartiendo é€stos en diversos grupos atendiendo a su sintoma-
tologia externa (con zonas necrosadas, excoriaciones, etc.); 25 de estos
bulbos se procesan en laboratorio mediante incubacién (cdmara himeda 6-8
dias), cultivo e identificacién de los posibles patdgenos, mientras que
los 100 restantes se plantan en campo para prospectar los patdgenos laten -
tes, especialmente F. oxysporum f. sp. gladioli y, secundariamente, para
estimar su viabilidad y rendimiento agronémico.

Posteriormente y tras el ciclo de cultivo se procesan el total de los
nuevos bulbos obtenidos.

Siguiendo este proceso se han estudiado un total de 43 partidas; cada
una de ellas se designa con la inicial del nombre de la provincia espafiola
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de entrada (B: Barcelona; V: Valencia), seguido del mimero de orden dentro
del afio (1, 2, etc.), el afio en el que se realizé la importacién (79-80) v
la inicial del pais exportador,: H : Holanda 6 I : lsrael.

Los resultados del procesado de bulbos aparecen en el cuadro 2 para el
estudio a la recepcidén de la muestra y en el cuadro 3 tras la cosecha en
campo. En ambos cuadros, en las columnas correspondientes a los organismos
detectados aparecen los porcentajes de bulbos en los que se ha hallado el
hongo y en la columna de observaciones aparecen los organismos que han pa-
sado a cultivo puro con su niimero de orden de la coleccién de referencia
que se ha constituido.

Las muestras prospectadas presentan una calidad sanitaria bastante irre-
gular: junto a partidas de excelente aspecto externo y de comportamiento en
campe, hay otras, sobre todo en las importaciones que se llevan a cabo en
los meses posteriores a abril-mayo, cuya condicién sanitaria es bastante de
ficiente. Como se desprende del cuadro 2, en la mayor parte de las partidas
(72.1%), a su recepcién en laboratorio se ha detectado Penicillium sp. en
el interior del bulbo generalmente asociado a zonas necrosadas de color
blanco en que la pulpa toma una textura exponjosa. Asi mismo se ha aislado
F. oxysporum en el 39.5% de las partidas. El resto de los hongos aislados
tiene menor importancia: F. roseum (4.7% de las partidas). F. solani (7.0%)
y Botrytis sp. (34.9%) aunque este Ultimo hongo en la mayor parte de los ca
sos, el aislamiento se realizd del exterior.

En lo que respecta al estudio de las partidas tras la cosecha de bulbos
(cuadro 3), la mayor parte de las partidas presentan bulbos semimomificados
(smf) y momificados (mf) de los que en la mayor parte de los casos se ha
aislado F. oxysporum.

La momificacién comienza con un pardeamiento de la pulpa (podredumbre
marrén del apartado 2.2.1) acompafiada de una textura gomosa, correosa dec la
zona afectada que suele evolucionar hasta adquirir una consistencia p€trea
y de color oscuro.

Con menor frecuencia aparecen bulbos con el aspecto tipico de podredum -
bre bésal seca que al evolucionar, en nuestras condiciones de conservacion,
a la temperatura ambiente, quedan invadidas por dcaros que acaban por des -
truir toda la zona afectada.
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CUADRO 2: PARTIDAS DE IMPORTACION ESTUDIADAS Y ORGANISMO DETECTADOS A LA
RECEPCION DI LA MUESTRA (explicacién en el texto).
! .
‘ Variedad Partida Organismos Observaciones
detectados
B-6/79-H | P: 4.76 % Un bulbo (0.95%) momificado.
B-3/80-H Bulbos con muy buen aspecto.
FRIENDSHIP B-11/80-H| F.O: 2.38 % | F. oxysporum n® 93
B: 3.17 %
B-13/80-H| P: 4.00%
B-16/80-H| P: 2.33 % Penicillium sp. n2 95
F.0:0.78 %
F.R: 0.78 % | F. oxysporum no 96
B-27/80-Hf P: 4.69 %
B: 1.56 %
B-5/79-H | P: 5.77 % Botrytis sp. n2 71y 72
B: 5.77 %
WHITE B-5/80-H F.0: 0.8 %
. 9
FRIENDSHIP B-6/80-H P: 6.40 %
B: 2.40 %
B-10/80-H| P: 3.10 %
F.0:0.78 F. oxysporum n® 92
B: 0.78 %
B-12/80-H| P: 2.88 % Por el aspecto de los bulbos parecian
atacados por Botrytis pero no se pudo
aislar este hongo.

P:

B

F

0:

Penicillium sp.(de interior de bulbos)
: Botrytis sp.

Fusarium oxysporum

E.R:F. roseum
F.S:F. solani
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. . Organismos
Variedad Partida Ohservaciones
detectados
B-21/80-H P: 1.53% Bulbos con muy buen aspecto
WHITE
FRIENSHIP B-22/80-H P: 1.70%
F.0: 0.57% F. oxysporum n2 103
V-6/80-1 P: 1.72%
V-2/79-1 B: 4.00%
F.R: 0.80% F. roserum n2 66
F.0+ 4.00% F. oxysporum: de exterior:
E.S: 0.80% n? 63-69
de interior:
n® 60-61-62-64-65
F. solani: n2 67
PETER V-2/80-1 B: 2.56%
PEARS P: 1.7%
F.0: 0.85%
B-1/80-H P: 0.77% Penicillium sp. n® 80
La partida tenia un bulbo con el
sintoma de ataque de Curvularia
trifolii pero no se consiguié
detectar este hongo.
B-8/80-H F.0: 0.79% F. oxysporum n® 89
P: 6.35%
B: 0.79%

P: Penicillium sp. (de interior de bulbo) F.R: F. roseum
B: Botgxtl Sp
F.0: F. oxysporum

F.S: F.solani
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B: Botrytis sp
F.0: F. oxysporum

. . Organismos
Variedad Partida .
detectados Observaciones
B-19/80-H E.0: 5.04% F. oxysporum n® 98
'PETER P: 1.68%
PEARS B: 0.84%
B-26/80-H F.S: 0.76%
P:2.27%
. VICTOR B-9/80-H P: 3.15%
' BORGE B-14/80-H F.0: 0.81% F. oxysporum: n? 94 (de exterior
de bulbo momificado).
B-17/80-H F.0: 0.63% F. oxysporum n¢ 97
B: 0.63%
P: 0.63%
‘Phoma sp 0.63% Phoma sp. n? 106
B-23/80-H Bulbos con muy buen aspecto.
B-24/80-H F.0: 0.39%
P: 0.39%
B-25/80-H B: 0.52%
EUROVISION V-1/79-T F.0: 3.23% F. oxysporum: de exterior de
bulbos: n2 40-41-43-44.
de interior: n® 38-39-42-68-73
P: 3.23% Penicillium sp. n@ 37
1
P: Penicillium sp. (de interior de bulbo) F.R: roseum

F.
F.S: F. solani
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. . Organismos
Variedad Partida o . Observaciones
etectados
B-4/79-H F.S: 2.85% F. solani n2 83
P: 0.95%
B: 0.95% Botrytis sp n@ 46
EUROVISION
V-1/80-1 F.0: 5.04% F. oxysporum n2 81-82-86-87-88
B-18/80-H B: 3.39%
P: 3.39%
V-3/79-1 F.0: 8.00% F. oxysporum: de exterior de bulbos:
n2 48-52-54-55-57
TRADERHORN P: 1.60% de interior: n2 49-50-51-53-56-70
V-3/80-1 _F.0: 2.55% | F. oxysporum n® 85
~ B: 0.85%
V-7/80-1 P: 4.35%
SANS B-3/79-H Bulbos con muy buen. aspecto.
SOUCI B-20/80-H P: 3.97%
MEMORTAL B-7/79-H E.O: 0.96% F. oxysporum n® 76(interior de bulbo)
B: 0.96% n? 77(exterior de bulbo)
DAY P: 2.88% Penicillium sp. n2 74
PR. DE B-2/80-H P: 1.61% Bulbos con muy buen aspecto. i
GAULLE

P: Penicillium sp.

F.Q: F.

B: Botrytis sp.

TUm.

o s]
~

: . Troseum.

n |I'm

5 |

. solani.
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Variedad Partida Organismos Observaciones
detectados
OSCAR B-4/80-H | P: 0.81%
CORDULA B-7/80-H P 4.72%
WHITE V-5/80-H Dificultades en el procesado
por ser bulbillos muy
GODDESS pequefios
BEVERLY B-15/80-H | P: 3.05%
ANN
ROSE
SUPREME V-8/80-1
PRAHA B-8/79-H P: 3.85%
P: Penicillium sp. F.R: F. roseum.
E.S: F. solani.

B: Botrytis sp.

F.O: F. oxysporum.
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CUADRO 3: ESTUDIO DE LAS PARTIDAS IMPORTADAS TRAS LA COSECHA DE BULBOS.

Variedad Partida Aspecto de los bulbos Observaciones
cosechados
B-6/79-H Todos sanos
FRIENDSHIP B-3/80-H Todos sanos
B-11/80-H 95.4% samos
3.1% s Penicilljum sp. n2 143
1.5% i Penicillium sp. y F.solani
n2 166
B-13/80-H 75.5% sanos
9.4% s F._oxysporum
11.3t m
3.8% b
B-16/80-H 85.7% sanos
12.4% s
1.9% m
| B-27/80-H 87.8% sanos
10.2% b
2.0t m
b: Podredumbre basal seca.
c: Podredumbre seca en zona central del bulbo.
i: Zonas internas con necrosis blancas.
m: Momificados.
n: Zona necrosada superficial que penetra profundamente.
s: Semimomificados, con pulpa dura o correosa.
u: Zona de unién de escamas al bulbo, necrosada.
z: Zona central con pequefias necrosis
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Variedad

Partida Aspecto de los
bulbos cosechado

Observaciones

WHITE
FRIENDSHIP

B-5/79-H 98.6% sanos
1.4% m

B-5/80-H 82.0% sanos
2.2% s
3.44 m
12.4% b

F. oxysporum n2 135,

B-6/80-H 88.6% sanos
3.8%°b
3.8% s
3.8 m

Macrophomina phaseolina n9139
F. oxysporum

B-10/80-H 96.8% sanos
6% m
6% b

-

B-12/80-H 89.0% sanos
’ 2% s
8% m

N o

F. roseum var. gibbosum n2169

B-21/80-H 38.9% sanos
48.1% s
13.0% m

Penicillium sp.

B-22/80-H 60.8% sanos
32.9% s
6.3% m

Penicillium sp.

V-6/80-1 96.8% sanos
1.6% s
. T.6%m

F.  oxysporum n 127

b: Podredumbre basal seca.
m: Momificados.

s: Semimomificados, con pulpa dura o correosa.
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Variedad Partida Aspecto de los Observaciones
bulbos cosechados
PETERS V-2/79-1 66.7% sanos
PEARS 20.8% m
12.5% ¢ F. oxysporum n? 124
V-2/80-1 95.6% sanos
1.1% ¢ '
. 1.1 b F. oxysporum
1.14 n F. oxysporum n2 123
1.1% m
B-1/80-H Todos sanos
" B-8/80-H 96.0% sanos
2.0% s Penicillium sp y Aspergillus sp
2.0% ¢
B-19/80-H 67.1% sanos
2.9% b
. " 17.1% s Penicillium sp.
10.0% m
2.9% i
B-26/80-H 86.7% sanos
11.8% s . Penicillium sp.
1.5% 2 Penicillium sp.

Podredumbre basal seca.

Podredumbre seca en zona central del bulbo.

Zonas internas con necrosis blancas.

Momificados.

Zona necrosada superficial que penetra profundamente.
Semimomificados, con pulpa dura o correosa.

m:S.E.!-:-OO.‘
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Variedad

Partida .

Aspecto de los
bulbos cosechados

Observaciones

VICTOR
BORGE

B-9/80-H

75.0% sanos
21.9% i
3.1% s

Penicillium sp y F. oxysporum n214

Penicillium sp y F. oxysporum

B-14/80-H

98.9% sanos

1.1% con podredum
bre seca en la zong
en que ha sufrido
un corte.

F. oxysporum

B-17/80-H

32.4% sanos
31.0% s
28.2% m
8.4% b

F. oxysporum

B-23/80-H

87.0% sanos
6.5% s
6.5% m

B-24/80-H

66.0% sanos
8.0% s
26.0% m

B-25/80-H

44.4% sanos

48.6% s
5.6t m
1.4% b

F. o

Penicillium sp.

sSporum

w 83 = O

Podredumbre basal seca.

Zonas internas con necrosis blancas.

: Momificados.

Semimomificados, con pulpa dura o correosa.
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Variedad Partida Aspecto de los Observaciones
bulbos cosechados
EUROVISION V-1/79-1 32.1% sanos
6.0% s F.oxysporum n® 125
61.9% m
B-4/79-H 90.1% sanos
9.9% ¢ F. oxysporum n2 110-111
V-1/80-1 37.5% sanos
60.7% m
1.8% s F. oxysporum n® 129
B-18/80-H | 75.3% sanos
7.4% b
6.2% s F. Sporum
h 11.1% m
TRADER V-3/79-1 23.3% sanos
HORN “1.4% s Penicillium sp y Aspergillus sp
75.3% m
V-3/80-1 89.4% sanos
’ 1.2% s F. oxysporum n¢ 122
9.4% m
V-7/80-1 87.2% sanos
7.1% s ! E. oxysporum n® 128
5.7% m
b: Podredumbre basal seca.
c: Podredumbre seca en zona central del bulbo.
m: Momificados.
s: Semimomificados, con pulpa dura o correosa.
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" Variedad

Partida Aspecto de los Observaciones
bulbos cosechados|
SANS B-3/79-H 99.0% sanos
SOUC1 1.0% ¢ F. oxysporum n® 104
El terreno en que se plantd
esta parcela se encharcé con
frecuencia. Al cosechar, algu -
nos de los bulbos aparentemente
sanos mostraban necrosis de rai
ces de las que se aislé F.oxys-
porum n2 99 y 100.
B-20/80-H | 88.5% sanos
6.5% i Penicillium sp.
2.5% s
2.5% n F. oxysporum.
MEMORIAL ‘B-7/79-H 94.9% sanos
DAY 0.9% s E. oxysporum n2 130
4.2% u F. oxysporum n® 126
PR. DE B-2/80-H 97.0% sanos
GAULLE | 3.0% s
OSCAR B-4/80-H | 98.7% sanos
1.3% m
CORDULA B-7/80-H 99.2% sanos

0.8% m

Cm:’Eb-hﬂU:

Podredumbre basal seca.
Podredumbre seca en zona central del bulbo.
zonas internas con necrosis blancas.

Momificados.

7ona necrosada superficial que penetra Drofundamente.
Sem1mom1f1cados con pulpa dura o correosa.
"Zona de unién de escamas al bulbo, necrosada.
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Variedad Partida Aspecto de los Observaciones
bulbos cosechados
WHITE V-5/80-H Todos sanos
GODDESS
BEVERLY B-15/80-H { 91.0% sanos
ANN 8.3t m
0.7% b
ROSE V-8/80-1 95.9% sanos
SUPREME 2.7% ¢ F. oxysporum n® 136
1.4% s
PRAHA , B-8/79-H 89.3% sanos
4.7% m
6.0% ¢ F. oxysporum n° 121
b: Podredumbre basal seca~
c: Podredumbre seca en zona central del bulbo.
i: Zonas internas con necrosis blancas. .
m: Momificados.
n: Zona necrosada superficial que penetra profundamente.
s: Semimomificados, con pulpa dura o correosa.
u: Zona de unién de escamas al bulbo, necrosada.
z: Zona central con pequefias necrosis.
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De la comparacién de los cuadros 2 y 3 se aprecia que no existe una corre-
lacién clara entre los resultados obtenidos antes de la siembra y después de
la cosecha. Ello puede deberse a quegla recepcién de la muestra, debido a
que el estudio de los hongos del interior de los bulbos lleva consigo la des
truccién de éstos, hace que en esta fase de estudio se procesen sobre todo
los de peor aspecto, sembrando directamente los de mejor apariencia pero que
podrian estar afectados de F. oxysporum latente que provocaria dafios en ellos
durante el cultivo.

3.2: PROBLEMAS PATOLOGICOS PRESENTADOS EN EXPLOTACIONES ESPANOLAS

Paralelamente a este estudio de los bulbos importados se ha llevado-a ca-
bo el seguimiento de este cultivo en las dos zonas productoras de flor cor-
tada mis importantes de nuestro pais: la comarca de Maresme (Barcelona) y
provincia de Valencia con las que se ha procedido de una manera andloga a la
sefialada mds arriba habiéndose detectado simultaneamente los sintomas que se
gin la bibliografia son los tipicos del ataque de F. oxysporum f. sp. gladio
1i en campo:plantas con hojas en asta de toro y amarilleos. -

Todos estos trabajos han permitido realizar una coleccién de hongos aso -
ciados a bulbos de gladiolo que actualmente se estdn comercializando en Espa
fia. Estos aislamientos aparecen en el cuadro 4.

Cuadro 4: HONGOS AISLADOS DE BULBOS DE GLADIOLO (ANOS 1979 - 1980)

F. oxysporum Schlecht. ex Fries. emend. Sny. et Hn .....coivuuiianaiansn, 9
F. roseum (Link) Sny et Hn. ...... teesessessesasareransansenresensasnna -9
F. solani (Mart.) Sacc. emend. Sny. et Hn' . .civieninicennnereencsnesans 10
Penicillium sp. .eevevervnnnns teseecieresncnnasna cesessanans ERETETRTRES 17
Botrytis sp.  .iiiesenieaannn Cesiteesrsesanatsraaseanaans errrerreeeaas 4
Otros hongos ...vveieieeniiernnnncnenes B P vertseceaneans 8
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4: PATOGENICIDAD DE LOS AISLAMIENTOS

4.1: INTRODUCCION

El cuadro 4 sugiere de inmediato que nos hallamos frente a hongos de una
gran capacidad saprofitica y cuya patogenicidad, por tanto, debe ser esta -
blecida de una manera rigurosa mediante los postulados de KOCH - PASTEUR.

. Por otra parte, la misma naturaleza del cultivo del gladiolo afiade inte-
1rés a estas pruebas ya que para mantener una produccién adecuada y rentable
de flor cortada a lo largo de todo el afio es necesaria una plantacicn esca-
lonada y sucesiva. Ello obliga a largos periodos de mantenimiento de los
bulbos en cdmara, lo que facilita la aparicién de podredumbres secundarias
en almacén o campo.

En nuestro caso, al realizar las pruebas de patogenicidad hemos persegui
do varios objetivos:

a) Determinar los hongos implicados activamente en las podredumbres de
bulbo: La especie F. oxysporum ha sido la cominmente asociada a dichas po -
dredumbres y amarilleos como agente causal (Mc CULLOCH, 1944; FORSBERG,
1955); sin embargo WOLTZ et al. (1978) demostraron que bulbos inoculados
con F. moniliforme Sheld var. subglutinans Wr. et Reink. y F. roseum var.
sambucinum (Fuckel) Sn. et Fn. y mantenidos en almacenaje frio, al ser
plantados posteriormente, su emergencia se reducia grandemente; asimismo
la produccién de bulbos y bulbillos disminuia significativamente por inocu-
laciones de F. roseum var. culmorum (Schwabe) Sn. et Hn., F. roseum var.
sanbucinum (Freckel) Sn. et Hn. y F. solani (Mart.) (Appel et Wr.) Sn. et
Hn. Asimismo, BARROWS-BROADDUS y DWINELL (1980) encontraron que algunas
razas de F. moniliforme var. subglutinans aisladas de pino y bulbo de gla-

diolo eran capaces de producir podredumbre de bulbo en test de patogenici -
dad de laboratorio e invernadero.

Por ello, las pruebas de pétogenicidad se han 1levado a cabo no sélo con
los aislamientos de F. oxysporum sino que se han incluido otras especies
(F. roseum, F. solani, etc) que podrian estar implicadas en el problema.

b) Intentar establecer una relacién entre el aspecto externo del bulbo,
o caracteristicas de la zona afectada de que se ha llevado a cabo el aisla-
miento,y la patogenicidad de éste, aspecto de capital importancia desde el
punto de vista de la inspeccién fitosanitaria en frontera,que debe ser



28

uno de los objetivos de este trabajo y también de interés para el propio
cultivador.

En otro orden de cosas, una revisién de la literatura acerca de los méto
dos empleados para las pruebas de patogenicidad miestra que la mayor parte
de los procedimientos son muy largos y que no hay un predominio claro de al
guno de ellos; este simple hecho indica que a ninguno de ellos se le ha en-
contrado una ventaja neta sobre los demis.

Las té&cnicas utilizadas mds frecuentemente han sido: inmersién de bulbi-
llos en una suspensién de esporas y micelio del hongo con herida previa
(GROUET, 1967) o intactos (HENIS y ZILBERSTEIN, 1973) y posterior siembra
de los mis‘mos; immersién de los bulbos intactos en una suspensién de las
mismas caracteristicas y siembracimmédiatda de los mismos (Mc CLELLAN y
PRYOR, 1957) o tras el almacenaje en frio (WOLTZ et al. 1978); produccién
de microheridas al hacer girar los bulbos con tierra saturada con una sus-
pensién de esporas y micelio sobre un enrejado de tela metdlica (PALMER y
PRYOR, 1958); deposicién de unas gotas de suspensién de esporas y micelio
del hongo sobre el bulbo en los que en su zona lateral se han practicado
agujeros, heridas o cortes (ASHOUR y GAMAL -EL-DIN, 1964; WOLTZ, 1974;
JONES y JENKINS, 1975; BARROWS-BROADDUS y DWINELL, 1980) o se han cortado
por la mitad (WILFRET y WOLTZ, 1973); siembra de bulbos en terreno infecta-
do, con heri&as previas (ASHOUR y GAMAL-EL-DIN, 1964; JONES y JENKINS, 1975)
o sin ellas (Mc CULLOCH, 1943; ASHOUR y GAMAL-EL-DIN, 1964; JONES y JENKINS
1975), etc.

4.2: MATERIAL Y METODOS

Se han experimentado varias de estas técnicas; no did resultado et métedo
quizd_ mds simple, el de la deposicién de unas gotas de suspensién de espo-
ras y micelio del hongo sobre bulbos en los que previamente se han realiza-
do cortes laterales, realizado con bulbos de la variedad Friendship vivos o
tratados por calor seco {758C durante 90 minutos). En ambos casos, la zona
superficial cortada apareceria necrosada uniformemente, con un grosor de me
nos de 1 mm. , no penetrando en ningin caso mds hacia el .i.nterior, por lo
que no se podia establecer diferencias entre aislamientos patdgenos y no pa
tégenos. En este resultado, y a despecho de la literatura citada, coincidi-
mos con la opinién del Dr. BERGMAN, del Laboratorium Voor Bloembollenonder-
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zoek de Lisse (Holanda) (Comunicacién personal).

El tnico test con el que hemos obtenido resultados bastante consistentes
y que hemos puesto a punto ha sido una modificacién del método GROUET
(1967) que pasamos a describir:

100 bulbillos de tamafio 4/6 de la variedad Friendship, muy susceptible
a la podredumbre causada por F. oxysporum f. sp. gladioli (Mc CLELLAN y
PRYOR 1957; WILFRET y WOLTZ; 1973), se despojan de sus escamas externas y
en cada uno de ellos se hacen 4 punciones laterales de 2-4 mm. de profundi
dad, con aguja, tras lo cual se mantienen durante 24 horas a temperatura
de 25-279C, 6ptima para el ataque de F. oxysporum f. sp. gladioli (WILFRET
y WOLTZ, 1973), en una suspensién de esporas y micelio obtenida al triturar
en batidora cultivos de hongo crecidos durante 15-21 dias en agar glucosado
de patata (PDA). Al cabo de este tiempo se siembran en bandejas de tierra
(esterilizada dos veces a 1.5 atmésferas de presién durante 45 minutos) y
posteriormente, la bandeja se riega con la suspensién anterior. Las bande-
jas se llevan a invernadero donde se realizan conteos a los 30 y 60 dias y
los definitivos a los 90 dias de la siembra. .

Los testigos se tratan de una manera andloga, utilizando placas Petri
de PDA no sembradas.

En todos los casos los aislamientos utilizados son masales. En la actua
lidad estamos comparando la patogenicidad de dichos aislamientos con culti
vos monospéricos procedentes de aquellos.

4.3: RESULTADOS

Los resultados de:los test de patogenicidad aparecen expresados en la
tabla 5 para los aislamientos de F. oxysporum (48 aislamientos), F. roseum
(6 aislamientos), F. solani (4 aislamientos), Penicillium sp (9 aislamien-
tos) y Botrytis sp. (2 aislamientos).

El problema que se presenta es caracteristico de este tipo de situacio-
nes, en que el hongo est4 implicado en dos formas de ataque bien distintas:
podredumbre de almacén y marchitez en campo. En la realizacién del test se
obtienen como expresién de la enfermedad, plantas no emergidas y plantas
mas o menos desarrolladas que se marchitan; ambas situaciones no son obvia
mente equivalentes a las arriba citadas pues en la mayor parte de los tes;

se encuentran, junto a casos bastante netos, muchos otros intermedios de
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mortalidad de bulbillos recién germinados y de plantulas. Por todo ello se
ha buscado una evaluacién de resultados que incluyera a la vez la de su e-
ficiencia en ambos aspectos, estandarizada en alguna manera respecto al
testigo. Se ha intentado describir el comportamiento del aislamiento estu-
diado por 2 indices: a partir de las plantas no emergidas y emergidas mar-
chitas se defineun primer indice, '"capacidad patogénica" (Cp) que viene da
do por la férmula:

(plantas no emergidas+plantas marchitas)aislamiento - (Idem)testigo
Cp = x100
100 - (Idem)

testigo

que no es sino una correccién del indice de '‘plantas no emergidas + plantas
marchitas" del aislamiento teniendo en cuenta el valor de este indice en
el testigo.

Este indice, Cp permite una separacién clara de los aislamientos de los
Fusarium spp. que viene expresada en la tabla 5. Excepto los aislamientos
de F. oxysporum n? 22,28,82 y 88 con Cp de 29.17, 21.88, 20.00 y 41.27 res
pectivamente y que deben ser objeto de un estudio posterior, en el resto
hay una separacién neta entre los que hemos considerado patégenos (Cp mayor
de 50) y no patégenos (Cp menor de 6), valor éste iltimo que cae dentro de
los niveles de variabilidad del testigo por fallos de germinacién.

Es curioso hacer notar que de los 22 aislamientos Fusarium spp. testa -
dos y que han resultados no patdgenos, sGlo dos de ellos, F. oxysporum
ne 21 y F. roseum nC 84 tienen una Cp positiva (4.17 y 5.88 respectivamen-
te); en los otros 20 casos la Cp negativa indica que el mimero de plantas
no emergidas mds emergidas marchitas ha sido menor que en el testigo res -
pectivo. Es arriesgado emitir una hip6tesis satisfactoria sobre dicho fend
meno; puede ser debido a que la inoculacién con un hongo no patégeno pueda
inhibir el crecimiento de saprofitos de baja capacidad patogénica (Penici-
1lium, etc.) que en los testigos, al emplear tierra esterilizada, crecen
rédpidamente pudiendo afectar a los bulbillos.

Otra conclusién que se desprende de la tabla 5 y que ya ha sido descri-
ta en la literatura (ASHOUR y GAMAL-EL-DIN, 1964) es la distinta virulen -
cia de los ai;lamientos patégenos de F. oxysporum (F. oxysporum f. sp.
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gladioli): junto a aislamientos con Cp = 100 (n2 16,29,53, 70, 73, 76, 78,
etc.) hay otros de Cp menor: n® 25 (Cp = 75.0), 49 (58, 73), 51 (68,25),
56(63, 49), 60 (74,60), etc.

En otro orden de cosas los resultados obtenidos con los aislamientos de

F. roseum vienen a confirmar los resultados de WOLTZ et al. (1978) acerca
de que en el problema de la podredumbre de bulbo pueden estar implicados o
tros hongos distintos de F. oxysporum como puede apreciarse en la tabla 3:
Los aislamientos n2 24, 27, 34 y 83 de F. roseum son claramente patégenos
frente a los 66 y 84, de Cp negativa. Los resultados obtenidos con los 4
aislamientos testados de F. solani muestran claramente su no patogenicidad.

El segundo_indice, velocidad del proceso de marchitez (Vm) se ha defini
do:

(plantas marchitas de 0-7cm.) x 4+(idem 7-15) x 3+(idem 15-25) x2+
‘+ (idem>25) x 1
Vm =

total de plantas marchitas

y es un indicador de la velocidad del hongo induciendo el sintoma demarchi
tez en las plantas.

La tabla 5 muestra la correlacifn existente entre la capacidad patégena
del hongo y 1la velocidad para producir marchitez de plantas: asi, todos los
aislamientos patégenos (Cp mayor de 50) tienen una Vm elevada, comprendi-
da entre 3 y 4 que pone de manifiesto que la marchitez ha tenido lugar po-
co después de la emergencia mientras que los no patégenos (Cp menor de 5)
tienen una Vm pequefia casi siempre inferior a 3 que hace pensar que la mar-
chitez de las plantas inoculadas con estos aislamientos pueda ser debida a
podredumbres secundarias, quizds debidas a saprofitos, de efectos menos
drdsticos que los Fusarium spp. patégenos.

Un caso distinto al de los aislamientos de Fusarium es el de Penici -
1lium sp. y Botrytis sp. debido a que aqui los resultados no son tan cla-
Tos como en aquellos mostrando la mayor parte de los aislamientos (37, 74,
108, 109, 105) una Cp intermedia que hace pensar en estos organismos como
patdgenos de debilidad. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
ASHOUR y GAMAL-EL-DIN (1964) que encontraron que Penicillium gladioli
Mc Culloch et Thom no causaba dafios serios en test de patogenicidad.




32

El otro objetivo que nos planteabamos en el apartado 4.1, intentar esta
blecer una relacién entre aspecto externo del bulbo o caracteristicas de
la zona de que se llevé a cabo el aislamiento de Fusarium sp y la patogeni
cidad de éste viene expresado en la tabla 6.

En dicha tabla, en el caso de P. oxysporum, se aprecia claramente la
correlacién existente entre la sintomatologia tipica de los ataques de
F. oxysporum f. sp. gladioli segiin la bibliografia (podredumbre seca inter
na, comienzo de momificacién del -bulbo, podrediumbre basal seca) y patogeni
cidad de los aislamientos llevados a cabo en estas zonas.

Hay sin embargo una sintomatologia no descrita en la bibliografia como
asociada a F. oxysporum f. sp. gladioli y de la que se han aislado cepas
patégenas de F. oxysporum. Ha sido la de zonas necrosadas superficiales
que penetran al interior en una pequefia extensién dando podredumbre marrén
seca; a lo largo del trabajo se ha intentado en miltiples ocasiones reali-
zar aislamientos de estas zonas y prdcticamente las unicas veces en que del
aislamiento se ha obtenido F. oxysporum ha sido los 7 casos qué hemos tes-
tado. Cabe emitir dos hipétesis acerca de la naturaleza de estas lesiones
y los aislamientos que de ella se han hecho:

a) Podria haber dos tipos de lesiones de idéntica sintomatologia: unas
ocasionadas por saprofitos de baja capacidad patogénica (Penicillium, etc.)
que han dado lugar a dicha podredumbre a partir de una pequefia herida de
entrada y otras, en mucha menor proporcién que son los estadios iniciales
de la podredumbre seca causada por F. oxysporum f. sp. gladioli que son de
las que hemos llevado a cabo dichos aislamientos.

b) Los aislamientos realizados podria ser de F. oxysporum f. sp. gladio-
1i latente en bulbo con 1o que, con la misma probabilidad, podriamos haber
obtenido el mismo hongo de otras partes del bulbo aparentemente sanas. Es-

ta segunda hipdtesis parece la mds cercana a la realidad de acuerdo con las
caracteristicas del ataque de este hongo.
Ambas hipétesis serdn sujeto de una posterior experimentacidn.
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CUADRO 5: RESULTADOS DE LOS TEST DE PATOGENICIDAD.

A) AHamientos de F. oxysporum.

Ne de Capacidad Plantas no | Plantas Velocidad del
coleccién patogénica (Cp)| emergidas | emergidas proceso de
marchitas | marchitez (Vm)
1 No patégeno en prueba preliminar
2. No patégeno en prueba preliminar
—4 -7.61 1 0 0.00
12 -1.09 7 0 0.00
15 -7.61 1 0 0.00
16 - 100.00 13 87 3.37
.19 0.00 4 0 0.00
21 4.17 8 0 0.00
22 29.17 24 8 3.00
25 *75.00 49 27 3.19
28 21.88 12 13 ‘3.15)
29 100.00 25 75 3.88
38 -22.50 0 2 3.00

Cp = (Plantas no emergidas+plantas marchitas)aislamiento-(Idem)testigo
100 -(Idem) testigo
(Plantas marchitas de 0-7 cm)x4+(Idem 7-15 cm)x3+(Idem

X100

15-25 cm)x2+
+(Idem>25 cm)x1

Total de plantas marchitas
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NO de Capacidad Plantas no Plantas Velocidad del
coleccién | patogénica (Cp)| emergidas emergidas proceso de
marchitas marchitez (Vm)
39 -12.50 0 10 2.20
42 -15.00 0 8 1.50
49 58.73 60 14 3.71
51 68.25 63 17 3.41
53 100.00 75 25 4.00
56 63.49 50 27 3.19
60 74.60 76 8 ’ 3.25
65 63.49 60 17 3.47
70 100.00 58 42 3.86
73 100.00 48 52 4.00
70 100.00 4 96 3.04
78 100.00 8 92 2.96
79 100.00 11 89 3.39
Cp = (Plantas no cmergidas+plantas marchitas)aislamiento-(Idem)testigo x 100
100 ~ (Idem)testigo
(PMantas marchitas de 0-7 cm)x4+(Idem 7-15 am)x3+(Idem 15-25 cm)x 2+
Vin = +(Idem>25 cm)«1

Total de plantas marchitas
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Ne de’ Capacidad Plantas no Plantas Velocidad del
colecci6n patogénica (Cp)| emergidas emergidas| proceso de
marchitas| marchitez (Vm)
82 20.00 2 34 2.7
85 -17.50 0 6 1.33
87 100.00 66 34 4.00
88 41.27 50 13 3.54
92 68.25 65 15 2.87
98 -20.00 0 4 1.50
99 -23.53 4 12 2.67
101 100.00 18 82 3.93
102 100.00 56 44 4.00
2
112 100.00 60 40 4.00
113 100.00 68 32 3.88 -
116 100.00 54 46 3.9

Cp = (Plantas no emergidas+plantas marchitas)aislamiento-(Idem)testigo x

100 - (Idem)testigo

100

(Plantas marchitas de 0-7 cm)rx4+(Idem 7-15 cm)x3+(Idem 15-25 cm)x2+

vm

+(Idem>25 cm)x 1

Total de plantas marchitas
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Ne de Capacidad Plantas no | Plantas Velocidad del
coleccién |patogénica (Cp)| emergidas emergidas proceso de
’ marchitas marchitez (Vm)
121 73.17 14 78 2.10
122 100.00 66 34 3.88
123 87.80 20 70 1.77
124 -17.07 0 4 1.00
125 100.00 38 62 3.90
126 -12.20 4 4 2.00
127 -12.20 4 4 2.00
128 ~100.00 58 42 4.00
129 100.00 52 48 4.00
2
130 100..00 62 38 4.00

(Plantas no emergidas+plantas marchitas)aislamiento-(idem)testigo
Cp = x 100

100 - (Idem) testigo

(Plantas marchitas de 0-7 cm)x4+(Idem 7-15 cm)x3+(Idem 15-25 cm)x2+

vm +(Idem>25 cm)x1 ,

it

Total de plantas marchitas



B) Aislamientos de F. roseum
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Ne de Capacidad Plantas no Plantas Velocidad del
colecci6n patogénica (Cp) emergidas emergidas | proceso de
marchitas | marchitez (Vm)
24 81.25 67 15 3.20
27 100.00 36 64 3.47
34 100.00 4 96 3.48
~66 -14.7 4 18 2.89
83 62.50 36 34 2.76
84 5.88 2 34 3.00
C) Aislamientos de F. solani
6 -17.50 6 0 0.00
7 -5:.43 3 0 0.00
8 -2.17 3 3 4.00
1 -4.35 4 0 0.00

Cp = (Plantas no emergidas+plantas nﬁrchitas)aislamiento-(idem)testigo

100~ (Idem) testigo

» 100

(Plantas marchitas de 0-7 cm)x4+(Idem 7-15 cm)x3s+(Idem 15-25 cm)x 2+

Vm =

+(Idem>25 em)=1

;I‘ota.l de plantas marchitas




D) Aislamientos de Penicillium sp.
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Capacidad

N2 de Plantas no| Plantas Velocidad del
coleccién patogénica (Cp) emergidas emergidas proceso de
marchitas marchitez (Vm)
3 -2.17 1 5 3.20
37 20.59 4 42 3.38
74 38.24 38 20 3. 6.0
80 5.88 10 26 3.08
107 79.41 26 60 3.57
108 50.00 12 54 3.00
109 35.29 8 48 3.33
115 58.82 12 60 3.77
117 -17.65 2 20 3.50
E) Aislamientos de Botrytis sp.
71 0.00 2 32 3.63
105 29.41 0 52 3.31

Cp = (Plantas no emergidas+plantas marchitas)aislamiento- (Idem)testigo

Vm =

100 - (Idem) testigo
(Plantas marchltas de 0-7 cm}xX4+(Idem 7-15 cm)x3+(Idem 15-25 cm)x 2+

+(Idem>»25 cm)x1

%100

Total de plantas marchitas
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CUADRO 6: ORIGEN Y PATOGENICIDAD DE LOS AISLAMIENTOS DE FUSARIUM SPP.

Origen del aislamiento Mislamien jAislamien| Aislamientos
tos paté- [tos no de patogenici-
€nos. patégenos| dad dudosa
A) F. oxysporum
Micelio de exterior de bulbo 25 4-21 22
De exterior de bulbo momificado 1-2
De interior de bulbo semimomificado, 122-128 | 127
con pulpa correosa -129
De pﬁstulas'negras superficiales 28
De puntitos rojos de interior de bulbo 19
Zona de unién de escamas al bulbo ne -
crosada (de parte interna de estas ne- 126
crosis)
De grietas internas necrosadas y profundag 76 42 88
De raices necrosadas de bulbo que durante
el cultivo ha sufrido encharcamientos pro 99
longados
De interior de escoriaciones superficiales 70
De interior de zonas necrosadas superficig{ 49-53-60
les que penetran en pequefia extensién dan-{ 65-92 98 82
do podredumbre marrén seca
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Origen del aislamiento Aislamientos| Aislamien|Aislamientos
patégenos. | tos no de patogeni-
patégenos|cidad dudosa
De interior de zonas necrosadas superfi
ciales que penetran dando podredumbre 87 85
blanca seca
De exterior de podredumbre basal seca 12-15
De interior de podredumbre basal seca 16-112
' 113-116
De podredumbre seca interna 29-51 38-39-124
56-73
101-102
121-123
125-123
130
Cepas procedenteé de la A.T.C.C. 78-79
B) F. roseum
De exterior de bulbo con podredumbre 24-27-34
De zona interna de necrosis superficial 66
De podredumbre seca interna 83
De raiz de Salvia sp. 84

C) F. solani

De interior de bulbo

6-7-8-11
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S5: DETECCION DE F. OXYSPORUM LATENTE EN BULBOS DE GLADIOLO

La diagnosis de F. oxysporum f. sp. gladioli latente en bulbos de gladio
lo es uno de los puntos de mayor interés del presente trabajo ya que dista
mucho de estar técnicamente resuelto de manera satisfactoria.

Caben dos tipos de aproximaciones muy distintas al problema: provocar
la aparicién de 1la enfermedad en cualquiera de sus formas, o bien obtener,
mediante técnicas microbiolégicas directas o indirectas una estimacién del
Fusarium implantado en los tejidos del bulbo.

5.1: ESTIMULACION DE LA MANIFESTACION DE LA ENFERMEDAD

En la literatura vienen descritos varios métodos para conseguir dicha in
duccién: utilizacién de tratamientos hormonales, principalmente del 4cido
2-cloroetilfosfénico (HALEVY, SHILO y SIMCHON., 1970; SIMCHON, SILBERSTEIN,
HALEVY y HENIS, 1972) y de la etilen clorhidrina (JENKINS, 1967); incuba -
cién de los bulbos en una atmésfera de anhidrido carbénico (MAGIE, 1971);
utilizacién de fungicidas débiles, etc.

A pesar de lo sugestivas que parecen estas técnicas, ninguna de ellas
parece hal;er funcionado con verdadera eficacia salvo en manos de quien la
disefi. De hecho, en las pruebas realizadas hasta el momento con distintas
variantes y combinaciones de estos procedimientos no hemos conseguido resul
tados concluyentes. No obsta:ite, al no contar con un suministro adecuado de
bulbos infectados de manera uniforme, las pruebas hubieron de realizarse
con distintas partidas comerciales con una gran heterogeneidad. En la actua
lidad y tras obtener una muestra infectada como se describe en el apartado
6, se vienen realizando nuevos ensayos en esta direccién.

5.2: DETECCION DE F. OXYSPORIM F. SP. GLADIOLI LATENTE MEDIANTE TECNICAS

MICROBIOLOGICAS

El cultivo de F. oxysporum suele ser fdcil con diversos medios de culti-
vo y, si bien siempre serd dudoso hasta qﬁé punto cualquier método de culti
vo revelaria suficientemente un caso de latencia, el problema se ha orienta
do previamente en otra direccién: la obtencién de una técnica de aislamien-
to y cultivo que permita el crecimiento y la temprana identificacién de



42

F. oxysporum, y que ademds evite el que se vea superado por saprofitos habi -
tuales del material vegetal: Penicillium spp., Rhizopus spp., Aspergillus

spp., Botrytis spp., bacterias, etc., de crecimiento frecuentemente mds rdpi-
do.

Se han utilizado diversos medios habituales de cultivo (agar glucosado de
patata (PDA), agar malta (MA), agar Czapeck, agar harina de avena, etc.) con
diversos aditivos y condiciones de incubacién. Igualmente se han testado los
supuestos medios selectivos para F. oxysporum f. sp. gladioli y formas préxi-
mas descritas en la literatura,como el de HENIS Y ZILBERSTEIN (1973), medio
sintético al que se le adiciona cloranfenicol y PCNB, y de PAPAVIZAS (1967)
modificado a base de agar jugo de gladiolo, PCNB, estreptomicina y clorote-
traciclina,asi como diversas variantes que nos ha sugerido la experiencia.

Los resultados en conjunto han sido bastante limitados pues ninguno de
ellos da una ventaja a F. oxysporum sobre los citados saprofitos y, en el ca-
so del medio de PAPAVIZAS modificado, el micelio de las diversas especies
testadas (F. oxysporum, F. solani, Penicillium sp. , Botrytis sp., etc.) apa-

rece en las primeras fases de su desarrollo, blanco, por 1o que no permite

un temprano reconocimiento de las colonias de Fusarium sp. con el consiguien-
te riesgo de contaminacién de las colonias de este hongo con las de los otros
saprofitos,de crecimiento y esporulacién mds rdpidos.

Asimismo se han testado diversos medios de los utilizados habitualmente pa
ra aislamientos del suelo: PDA con dos concentraciones de tergitol, con colo-
rante rosa de Bengala, con novobiocina, etc. Todos ellos se orientan a obte -
ner una tasa de crecimiento reducido de los saprofitos de rdpido desarrolilo,
que permite un mejor aislamiento de las especies de crecimiento lento. En
nuestro caso no hemos conseguido ninguno que retrase ni el crecimiento ni el
comienzo de la esporulacién de Penicillium sp. del gladiolo en relacién con
las especies del género Tusarium por lo que se ha abandonado esta linea de
trabajo.

Los mejores resultados se han obtenido por un medio simple: agar glucosado
de patata (PDA) a pH: 5.6 al que tras esterilizacién se le adiciona sulfato
de estreptomicina filtrado por Millipore hasta alcanzar una concentracién de
500 ppm. (PDAS). Este medio permite un temprano reconocimiento de las colo -
nias de Fusarium sp., con lo que disminuye el riesgo de contaminaciones se -
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cundarias por saprofitos y ademds produce una inhibicién casi total de bacte-
rias.

Es evidente que en su conjunto se trata de un mediocre resultado aunque,
pese al circunstancial optimismo de alguna literatura no se debia esperar al-
go mucho mejor.

Ultimamente se han obtenido resultados esperanzadores utilizando el medio
anterior (PDAS) al que se han adicionado cantidades variables de acido fusd-
rico.

El dcido fusdrico, 5-butil picolinico, fue descrito por YABUTA et al.
(1934) sobre F. heterosporum Nees ex Fr. y en 1952 fue descrito como una toxi
na de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Sn. et Hn., F. oxysporum f. sp.
vasinfectun (Ai¥) Sn. et Hn. y Gibberella fujikuroi (Saw.) Wr. (GAUMANN, NAEF
-ROTH and KOBEL, 1952). Actualmente se le considera como un producto bastante

comin del metabolismo de los Fusarium spp. E1 dcido fusdrico a determinadas
concentraciones es t6xico a un amplio rango de plantas, algas, bacterias y
hongos; asi, a concentraciones de 17.9 a 179 ppm. inhibe el crecimiento de
bacterias y a 26.8 ppm. inhibe la germinacidén de esporas de Ustilago maydis

(DC) Cda. (WOOD, 1976). Su modo de accién es mediante quelacién de metales co
mo hierro o cobre con lo que interfiere en los procesos enzimdticos en que
estos iones actudan como cofactores (GAUMANN, 1958).

En la tabla 7 aparecen los resultados obtenidos al hacer crecer los diver-
sos aislamientos de gladiolo en medio PDAS al que se le han adicionado canti-
dades variables de dcido fusdrico (320, 640, 960 y 1280 ppm) ¢ incubar en es-
tufa, en oscuridad a 25-2792C. En dicha tabla se aprecia que a concentraciones
altas de dcido fusirico el crecimiento se reduce grandemente en todos los ais
lamientos testados. A concentraciones de 640 ppm. ¢ inferiores ¢l crecimiento
de la mayor parte de los saprofitos (Botrytis sp. 33G; Botrytis sp. 71,
Penicillium sp. 26, Aspergillus sp. 58, Geotrichum sp 30, etc.) se ve fuerte-
mente inhibido. Pero hay una ventaja fundamental que no aparece en dicha ta -
bla y que se estudié en una prueba paralela a ésta y es que la presencia de
dcido fusdrico en el medio hace que la esporulacién de los Penicillum spp. no
comience hasta pasados los 5-6 dias de la siembra cuando en los testigos, la
esporulacién era simultdnea con el crecimiento. Creemos quc esta es una venta
ja fundamental ya que , como ya ha quedado indicado mds arriba, reduce el pe-
ligro de contaminaciones secundarias durantc la técnica de aislamiento.
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A

En dicha tabla 7 aparecen ciertas irregularidades del crecimiento de algu-
nos hongos: asi F. oxysporum 79 no crece a 640 ppm. y si lo hace a 960 y 1280
ppm. .Ello.lo atribuimos a una irregular distribucién del dcido fusdrico en
el medio, caracteristica ésta que, por otra parte, se observé durante la re -
suspensién de los cristales puros de este dcido, en los que se apreciaba la
poca solubilidad del producto y la formacién de grumos.

Los resultados muestran que la concentracién iddnea de dcido fusdrico de-
beria estar alrededor de 500 ppm. y aunque se necesita alguna mayor experien-
cia en su manejo, esta linea parece ser lo suficientemente prometedora como
para ser citada aqui.
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Tabla 7: CRECIMIENTO RADIAL DE DIVERSOS HONGOS PROCEDENTES DE AISLAMIENTO DE

BULBOS DE GLADIOLO EN MEDIOS CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ACIDO

FUSARICO (en mm./dia)

Aislamiento Testigo |PDAS + PDAS + PDAS + PDAS +
(PDAS) {320 ppm. 4.f| 640 ppm. 4.f | 960 ppm. 4.f|1280ppm.4.
F._ oxysporum-16 1.35 1.30 1.20 1.10 1.00
F. oxysporum-29 4.20 1.80 1.20 1.00 0.00
F._oxysporum-79 1.75 1.20 | 0.00 0.85 0.65
F. solani-5 1.75 0.35 0.75 0.15 0.00
F. solani-8 1.63 0.10 1.15 0.00 0.00
F. roseum—Z7 5.40 0.55 0.00 0.00 0.00
F. roseum-33 8.25 | 1.05 0.00 0.00 0.00
ﬁotgitis sp-33G 4.20 2.50 0.00 0.50 _{ 1.30
Botrytis sp-71 1.75 6.00 0.00 0.00 0.15
Penicillium sp-3 1.73 1.40 1.20 0.00 0.00
|Penicillium sp-26 1.20 0.35 0.50 0.00 0.00
Penicillium sp-37 '1.90 1.50 1.50 0.00 0.00
Aspergillus sp-58 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00
A. niger-13G 4.25 2.00 2.50 1.30 1.00
Geotrichum sp-30 3.44 0.00 ‘0,00 0.00 0.00
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: PRODUCCION DE BULBOS INFECTADOS ARTIFICIALMENTE

A 1o largo del primer semestre de trabajo se hizo evidente que los estu -
dios sobre deteccién de F. oxysporum latente en bulbo de gladiolo se verian
muy favorecidos si se contara con un suministro adecuado de bulbos infecta-
dos de una manera uniforme. Ello nos llevé a tratar de establecer una parce-
la infectada homogéneamente con F. oxysporum f. sp. gladioli lo que se lle-
v6 a cabo en el término de Cuart de Poblet (Valencia) gracias a la amabilidad
de ICONA, que nos cedié los terrenos de dos parcelas de distinta extensién.
Inoculadas respectivamente con los aislamientos de F. oxysporum n2 16, aisla-
do de interior de bulbos con podredumbre marrén y que resulté altamente paté-
geno en los tests realizados y n® 79, cepa conocida que utilizamos como ''stan
dard". )

La infeccidén de las parcelas se realizé de dos maneras distintas:

a) Se practican 4 punciones laterales en bulbos de tamafio 10/12 de la va

riedad Frienship y se mantiene dichos bulbos en una suspensién de esporas

y micelio del hongo durante 24 horas a 252C, al cabo de las cuales se reti

ra la suspensi6én y se mantienen los bulbos durante 4 dias en cdmara himeda

a la misma temperatura, plantando a continuacidén en surcos inoculados con

salvado sobre el que durante 21 dias se ha hecho crecer el citado hongo.

b) Bulbos intactos se plantan directamente en terreno infectado con sal-

vado inoculado igual que antes.

F. oxysporum n® 16 se inoculé mediante los dos métodos mientras que péra
F. oxysporum n® 79 sélo se empled el método a).

Los resultados fueron espectaculares: asi, mientras que en las parcelas
inoculadas sélamente con salvado infectado la emergencia fue superior al 90%
y las plantas mostraban un excelente aspecto con sélo un 2-3% de plantas con
sintomas de asta de toro, en las dos parcelas inoculadas respectivamente con
F. oxysporum n® 16 y 79 mediante puncién y salvado infectado la emergencia
fue menor de un 20% y las plantas emergidas acababan marchitdndose o sélo
adquirian un crecimiento raquitico de manera que ninguna de ellas fue capaz
de producir vara floral.

Esta experiencia puede servir de modelo orientativo acerca de la importan-
cia del manejo de los bulbos tras su cosecha: la manipulacion, y sobre todo,
la separaci6én del bulbo viejo no debe realizarse inmediatamente después de la
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recoleccifén sino dejando un tiempo prudencial para dejar que se forme una
capa de suberizacién que impida la penetracién del hongo por dichas zonas.
Los objetivos que nos marcamos al plantear la presente experiencia fue-
ron miltiples: aparte de los ya descritos de obtencién de partidas de bulbos
infectados con F. oxysporum f. sp. gladioli y respuesta a los dos tipos de
inoculacién, hay otros como forma de conservacién del indculo en el shelo,
caracteristicas de la dispersién, tratamientos, etc. que, por ser estudios
a mds largo plazo no han podido ser incluidos en el presente trabajo.
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: TERMOTERAPIA DE BULBOS

Razonamientos similares a los expuestos en el apartado anterior nos lle -
van a afirmar la necesidad de contar con un material testigo absolutamente
libre de F. oxysporum f. sp. gladioli lo que puede conseguirse de varias ma-
neras: cultivos de dpices ''in vitro" conservando s6lo aquellos que no presen-
ten crecimiento de ningin tipo de micelio (TRAMIER, 1965); seleccifn masal
mediante eliminacién muy severa de bulbos enfermos que pueden dar lugar a lo-
tes de bulbos en que el mimero de enfermos sea débil o inexistenter. y trata-
miento de bulbillos con agua caliente.

El primer método tiene el inconveniente de su laboriosidad. El segundo mé-
todo, de seleccién masal, que es mds o menos el seguido por los cultivadores
tiene el peligro de las infecciones latentes que, como ya se ha dicho varias
veces a lo largo del presente trabajo, son de capital importancia en el caso
que nos ocupa: asi, MAGIE (citado en GROUET, 1967) estima que en algunos ca -
sos éstas pueden alcanzar hasta el 90% de 1los bulbos.

La técnica mds utilizada para la obtencién de material exento de F. OXyspo
rum f. sp. gladioli es el tratamiento por agua caliente, método descrito por
primera vez por ROISTACHER (1957). El principal problema que plantea el méto-
do es la determinacién de la temperatura de tratamiento mds adecuada: como el
punto témico letal de los bulbillos estd entre 57.22 y 602 y el de F. oxys -
porum £. sp. gladioli entre 53.32 y 57.22C (ROISTACHER, BAKER y BALD, 1957),
ello da un margen muy estrecho para efectuar el tratamiento adecuadamente,
margen que puede ampliarse mediante la manipulacién de diversos factores: re-
mojo previo en agua, utilizacién de bulbillos en latencia, utilizacién de
bulbillos procedentes de zonas cdlidas en que la latencia es mis profunda, -
etc. (ROISTACHER, BAKER y BALD, 1957). Este ultimo punto puede ser de capital
importancia para la implantacién de esta técnica en nuestro pais ya que las
temperaturas que se alcanzan durante el cultivo son bastante superiores a las
de otros paises productores como Holanda con lo que al ser la latencia mds
profunda se podrdn alcanzar temperaturas de tratamiento mis altas sin peligro
para la viabilidad de los bulbillos.

El tratamiento se debe efectuar en el mes de Enero, cuando los bulbillos
estdn empezando a salir de la latencia, aunque por dificultades en su sumi -
nistro hubo de realizarse el 25 de Febrero, por lo que la mortalidad de bul-
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billos fue mayor de lo que cabe esperar nommalmente.

El proceso seguido fue el siguiente:

Para cada repeticién se utilizaron 100 bulbillos de tamafio 4/6 de la varic
dad Friendship que se introdujeron en bolsas grandes de malla para que no es-
tuvieran muy apretados y el agua pudiese circular entre ellos.

Antes de proceder al tratamiento con agua caliente los bulbillos se mantu-
Qieron en remojo en una solucidén de sulfato neutro de oxiquinoleina al 0.02%
a 18-202C durante 48 horas, lo que refuerza la efectividad del tratamiento
(GROUET, 1967). A continuacion de dicho remojo e inmediatamente antes del
tratamiento, los bulbillos se mantuvieron durante 2 minutos en estufa a 60°C
para evitar el enfriamiento brusco del agua al introducir los bulbillos frios.
Se utilizaron 4 temperaturas de tratamiento: 532, 558, 572 y 599C y tres tiem
pos de tratamiento: 10, 30 y 60 minutos, empledndose para cada combinacidén de
éstas dos repeticiones de bulbillos cada una. En el tratamiento de 30:inutos
se uB8YON. también bulbillos despojados de sus escamas externas para estudiar
el efecto de esta operacidn en la sensibilidad del bulbo al tratamiento.

Asimismo, en los testigos se procedié a las dos alternativas de remojo en
sulfato neutro de oxiquinoleina o no, previamente al tratamiento.

Los resultados de germinacién a los 60 dias después del tratamiento apare-
cen expresados en la tabla 8.

Aunque no queda reflejado en dicha tabla, el tratamiento por calor produce
una nascencia irregular en todos los lotes procesados debido quizds a dafios a
la yema apical.

Las conclusiones que se pueden extraer de dicha tabla estdn de acuerdo con
la bibliografia: asi, por tratarse de bulbillos fuera de latencia, temperatu-
ras tan bajas como 530C causan una reduccién de la germinacién del 36-39% con
el tratamiento de 30 minutos.

El remojo previo en la solucidén de sulfato de oxiquinoleina no ha influido
en el % de nascencia de los testigos ni en la regularidad de ésta.

Este ensayo ha sido una prueba preliminar en que s6lo hemos estudiado la
resistencia del material al tratamiento con agua caliente realizado en bulbi-
llos sanos. En el proximo mes de Enero, al haber obtenido material enfermo co
mo se€ ha descrito en el apartade 6,efectuaremos las pruebas definitivas de

tratamiento de bulbillos efectuados con F. oxysporum f. sp. gladioli.
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Tabla 8: PORCENTAJE DE GERMINACION DE LOS BULBILLOS A LOS 60 DIAS DEL
TRATAMIENTO CON AGUA CALIENTE, EFECTUADO A DIVERSAS TEMPERATURAS
Y TIEMPOS DE TRATAMIENTO.

Tratamiento Repeticidn 53¢ C 55¢ C 57¢ C 59¢ C
10 '
minutos R1 94 44 6 4
(con escamas) R2 100 49 5 0
30 R, 64 13 1 0
minutos
(con escamas) R2 61 12 6 0
30 R, 37 0 0 0
minutos
(sin escamas) R2 17 0 0 0
60 R, 24 1 1 0
minutos
R2 12 0 0 0
{1 sin remojo previo R1 100
Testigos RZ 100
con remojo previo R1 100
R2 100
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8: RESUMEN

Este trabajo corresponde al tratamiento inicial de un problema no inves
tigado anteriormente en Espafia: el estudio del hongo Fusarium oxysporum f.

sp. gladioli (Massey) sn. et H., pat6geno latente en bulbos de gladiolo y
que constituye su mis grave enfermedad en todas las zonas de cultivo.

Se ha detectado con frecuencia la presencia de F. oxysporum asi como
otros organismos patégenos a este cultivo en prospecciones de bulbos de
gladiolo procedentes del extranjero y de las zonas productoras de nuestro
pais.

Se ha puesto a punto un test de patogenicidad de los aislamientos
efectuados hallando patégenos diversos aislamientos de F. oXysporum proce-
dentes del extranjero y de zonas productoras espafiolas. Este test se ha e-
valuado por medio de unos Indices que permiten una separacién neta en la
amplia gama de aislamientos obtenidos, encuadrando adecuadamente los proce
dentes de Situaciones—tipo faciles de reconocer.

Se han testado diversos medios y técnicas de aislamiento selectivo a
partir delmaterial vegetal encontrando muy prometedor un medio a base de
agar patata glucosado + 550 ppm. de sulfato de estreptomicina al que se
han adicionado cantidades variables de dcido fusdrico.

Asimismo se han llevado a cabo experiencias de tratamientos de bulbillos
por termoterapia y de infeccién natural de bulbos en campo con los organis
mos detectados.

En la actualidad se siguen realizando experiencias conducentes a una me
jor comprensidn del problema.
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