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DETERMINACION DE RAZAS FISIOLOGICAS DE
Fusarium oxysporum{.sp. dianthiEN SUELOS CULTIVADOS
Y EN VARIEDADES DE CLAVEL
EN LA FINCA “FLORES LAS PALMAS".

Determination of the physiological races of Fusarium’oxysparum f.sp.
dianthiin soils and in carnation varieties
in the farm “flores las palmas”.

Joaquin L. Benavides', Emira Garcés De Granadaz, German Arbeléeza,
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RESUMEN

El problema fitosanitario mas limitante del cultivo
del clavel en Colombia es el marchitamiento vas-
cular ocasionado por Fusanum oxysporum {.sp.
dianthicon pérdidas econédmicas muy importantes.
El objetivo del trabajo fue la determinacién de las
razas fisiolégicas del patégeno en la finca “Flores
Las Palmas”, localizada en el Municipio de Tocan-
cipa, Cundinamarca, a partir de muestras de plan-
tas de clavel afectadas y de suelo. La investigacién
consistié en la obtencién de 50 aislamientos del
hongo a partir de plantas afectadas porla enferme-
dad y de 50 aislamientos de suelo, los cuales se
inocularon en las variedades diferenciales de cla-
vel Ibiza, Taiga, Raggio di Sole, Pink Calypso, Niki
y San Remo. Los resultados mostraron que 41
{82%} de los 50 aislamientos del hongo obtenidos
de plantas enfermas de clavel estdndar se clasifi-
caron como raza 2 del patédgeno, cinco aislamien-
tos (10%) se caracterizaron como de baja patoge-
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nicidad, por lo cual no fue posible determinar la ra-
za a la cual pertenecen y cuatro aislamientos (8%)
se caracterizaron por no ser patogénicos en plan-
tas de clavel. De los 50 aislamientos del hongo ob-
tenidos a partir de muestras de suelo, solamente
uno de ellos (2%) fue patogénico en plantas de cla-
vel y se clasificé como raza 2, siendo los demés
aislamientos no patogénicos en plantas de clavel.

SUMMARY

Vascular wilt of carnation, induced by Fusanum oxys-
porumf{.sp. diantf; is the most limiting phytosanitary
problem of this crop in Colombia, where it causes
very important economic losses. This work was done
to determine which physiological races of the patho-
gen are present in the farm “Flores Las Palmas” lo-
cated in Tocancipd, Cundinamarca. The research
consisted in the collection of 50 isolates of the fungus
from diseased plants and 50 isolates from the soil.
Three isolates were inoculated on six differential va-
rieties, namely Ibiza, Taiga, Raggio di Sole, Pink
Calypso, Niki and San Remo. Forty one of the isola-
tes (82%) were identified as race 2 of the pathogen.
Five isolates (10%) showed low level of pathogenicity
and could not be identitied within known races, and
four isolates (8%) were not pathogenic on camation
plants. Out of 50 isolates of the fungus from the soit,
only one (2%) was pathogenic on camation plants
and was clasified as race 2, the other 49 isolates
(98%) being not pathogenic.

INTRODUCCION
Los problemas fitosanitarios constituyen uno de los

aspectos mas importantes en e} cultivo del clavel
en Colombia con un incremento en su disemina-
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cidn, debido al aumento considerable y progresivo
de las areas sembradas.

Una de las enfermedades de mayor importancia en
el cultivo del clavel es el marchitamiento vascular
causado por Fusarum oxysporumf{.sp. dianthi; de-
bido a las grandes pérdidas que ocasiona, la facili-
dad de propagacién a través de esquejes infecta-
dos, su alta persistencia an el suelo y el elevado
costo de las medidas de controtl utilizadas. Estos
factores han ocasionado la sustitucién del clavei
por otros tipos de flores y el desplazamiento de su
cultivo a otras 4dreas geogréficas (Arbeldez 1992).

El conocimiento del patégeno y la frecuencia de sus
razas fisioldgicas es un aspecto importante para el
manejo de la enfermedad o para entender el com-
portamiento de las variedades cultivadas y para tra-
bajos de mejoramiento genético del clavel (Garibaldi
y Rossi, 1987). Ademds, la determinacién y el cono-
cimiento de las razas fisiolégicas del patégeno en
una regién o en una finca en particular permite al
productor la escogencia de las variedades mas con-
venientes para cada siluacién en especial.

En el mundo, se han encontrado, por lo menos, ocho
razas fisiolégicas del patégeno, entre las cuales, la
raza 2 es la de mayor virulencia y la mas frecuente
en diferentes paises (Garibaldi y Rossl, 1987).

En varios estudios realizados en Colombia, se en-
contrd que la raza 2 del patégeno es la mas preva-
lente, mientras que la raza 4 es de muy baja frecuen-
cia (Cevallos et al, 1990; Arbeldez y Calderén, 1992).

El objetivo de la presente investigacién fue la de-
terminacién de las razas fisiolégicas de Fusanum
oxysporum?i.sp. dianthien la finca “Flores Las Pal-
mas” a partir de muestras de plantas de clavel
afectadas y de suelo.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se efectud en la finca “Flores Las
Palmas” de fa empresa Floramérica S. A., localiza-
da en la vereda El Porvenir del Municipio de Tocan-
cip4, con una temperatura promedio de 14°C.

La obtencién de los aislamientos de Fusanum
oxysporumn se llevé a cabo en dos fases, en las
cuales se tomaron 50 muestras de plantas de di-
versas variedades de clavel estdndar afectadas
por la enfermedad y 50 muestras de suelo.

La fase 1 def experimento se inicié durante el se-
gundo semestre de 1992, cuando se tomaron 25
muestras de suelo sembrado con clavel y con al-
gun nivel de infestacién de Fusarnum oxysporurn|.
sp. dianthiy 25 plantas de clavel estdndar afecta-
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das por el mismo patégeno y que tuvieran entre 17
y 40 semanas de cultivo. Este muestreo cubrié un
25% del 4rea total cultivada de la finca. Las mues-
tras de suelo se tomaron con un barreno a una pro-
fundidad de 20 cm. A partir de estas muestras, se
obtuvieron en el laboratorio los aislamientos de Fu-
sanum oxysporumf{.sp. dianthi.

Las muestras de suelo se tomaron de cada bloque,
paralo cual, éste se dividi6 en zonas que compren-
dieron de cuatro a cinco naves en promedio y, de
cada una de las zonas, se obtuvieron en promedio
de cinco a ocho submuestras, con las cuales se
conformé una muestra.

Para las muestras de plantas, se escogieron al
azar por cada zona aquéllas que presentaran los
sintomas tipicos de la enfermedad hasta completar
25 muestras en cada una de sus fases, para some-
terlas a andlisis en el Laboratorio de Fitopatologia
de Floramérica, donde se aisl6 el patégeno a partir
de las plantas, para lo cual se les retiré et follaje y,
sélo dejaron los tallos con la presencia del marchi-
tamiento vascular.

De tales tallos, se tomaron fragmentos de su parte
superior y se desinfestaron con una solucién de
Prepodine al 20% y, despuds de enjuagarlos con
agua destilada, se trataron con una solucién de hi-
poclorito de sodio al 5% durante dos y medio minu-
tos y se volvieron a enjuagar con agua destilada y,
después, con agua estéril acidificada a pH 2,5 con
acido bérico y, luego, se secaron con papel filtro
estéril,

De cada fragmento se hicieron cones transversa-
les que, de nuevo, se secaron con papel filtro esté-
ril y se sembraron cinco en cajas de Petri que con-
tenian el medio de cultivo de Komada (Komada,
1975) y, después de someterlos a incubacién a
27°C durante siete dias, se resembraron en papa
dextrosa agar (PDA).

De las muestras de suelo se hicieron diluciones a
10" y 102y, de cada una de ellas, se tomé 1 ml.
que se colocéd en cajas de Petri con el medio de
cultivo de Komada, las cuales se incubaron a 27 °C
durante siete dias.

Después de que produjo el crecimiento del patége-
no en las cajas de Petri, por medio de las caracte-
risticas macro y microscépicas, se seleccionaron
las colonias correspondientes a Fusasnum oxyspo-
rumy, luego de sus traspasos a PDA, se extraje-
ron, con un sacabocados de 0,5 mm. de didmetro,
dos cilindros, los cuales se colocaron en fubos de
ensayo con suelo estéril para formar el cepario pa-
ra los estudios posteriores.



Para las pruebas de patogenicidad, se
preparé el indeulo tomando, con un saca-
bocados de 0,5 mm. de didmetro, dos ci-
lindros da cada colonia que crecié en caja

Cuadro 1. Raespuesta de las variedades diferencia-

les de clavel a razas de Fusarium oxysporumf.sp.
dianthi. '

de Petri con PDA y se colocaron en erlen-

meyers que contenian 250 ml. de medio Raza
fiquido de caseina hidrolizada con agita- Variedad 1 2 4 8
cién constante (175 rpm) durante 7-‘10 Taiga R R R R
dias y a una temperatura de incubacién |
de 27°C (Arbeldez y Calderén, 1992). Obiza R R R R
Después del desarrollo det hongo, con un Raggio di Sole R S R R
hemacitémetro, se efectuaron recuentos Pink Calypso R S S R
de la cantidad total de conidias produci- Niki A R A s
das y, luego de establecer su concentra-
cién por miliktro, se efactuaron las dilucio- San Remo S S S S
nes hasta obtener una concentracién

R = Resistente S = Susceptible

final de 10® conidas por milifitro (Arbeldez
y Calderén, 1992).

Para las pruebas de patogenicidad en

las dos fases de la investigacién, se uti-

lizaron 6.712 esquejes enraizados de

clavel de las variedades diferenciales Taiga, Ibiza,
Raggio di Sole, Pink Calypso, Niki y San Remo y
su respectiva inoculacién se efectué mediante la
inmersién de sus raices en una suspensién coni-
dial de Fusarnium oxysporumde 108 conidias/m!, in-
mediatamente antes de la siembra, durante 15 se-
gundos y, después, se sembraron en bolsas de
polietileno negro con perforaciones laterales; las
bolsas se llenaron con una mezcla de suelo y cas-
carilla de arroz previamente desinfestada con Te-
lone C-17 (1-3 Dicloropropeno 74% y Cloropicrina
17%). Los esquejes, después de sembrados, se
trasladaron a un invemnadero cubierto con polietile-
no, en donde permanecieron durante 20 semanas.
En total, se utilizaron 64 unidades, de las cuales
cuatro se destinaron a los testigos que se inocula-
ron con agua destilada estéril.

Las plantas que, al final del experimento, sobrevi-
vieron se corlaron en su base con una tijera poda-
dora para observar, en sus tallos, los dafios pre-
sentados en los haces vasculares.

Para la identificacién de las razas fisiolégicas de
Fusarium oxysporumi.sp. dianthien las seis varie-
dades diferenciales de clavel inoculadas, se utilizé
la reaccién propuesta por Garibaldi (Garibaldi,
1975, Garibaldi y Rossi, 1987; Arbeldez et al
(1993)) y su respuesta se presenta en el Cuadro 1.

Para la evaluacién del indice de la enfermedad, se
efectuaron observaciones semanales de la sinto-
matologia de las plantas y se aplicé la siguiente
escala propuesta por Cevallos et al (1990):

0 = Planta sana

1 = Planta con sintomas en el tercio inferior
2 = Planta con sintomas en el tercio medio

3 = Planta con sintomas en el tercio superior
4 = Planta muerta

La fase 2 de la investigacién se efectud en el se-
gundo semestre de 1993 y su metodologia, en to-
dos los aspectos y etapas, {ue exactamente igual
a la sequida y realizada en la fase 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identlficacién de las Razas Fisioléglcas

De los aislamientos obtenidos en las dos fases de
ta investigacién, mediante observaciones de las
caracteristicas macroscdpicas y microscépicas
propuestas por Bosland y Williams (1987), se iden-
tificé el hongo Fusariurm oxysporum, con {o cual se
corrobora la presencia de este patégeno en los si-
lios en los cuales se obtuvieron los aislamientos.

De los 50 aislamientos provenientes de plantas en-
fermas, 44 se clasificaron como pertenecientes a
la raza fisioldgica 2 dei patdgeno, lo cual se debié
a la respuesta de resistencia que presentaron las
variedades Taiga, Niki e Ibiza y de susceptibilidad
de las variedades San Remo, Pink Calypso y Rag-
gio di Sole (Cuadro 2).

La presencia de la Raza Fisioldgica 2 del patégeno,
en Jos aislamientos obtenidos de las plantas enfer-
mas fue de 82%, lo cual concuerda con los resulta-
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dos obtenidos por Cevallos et al (1990) y Arbeldez y
Calderén (1991) y, en ninguno de los casos, se de-
terminaron las razas 1, 4 y 8, lo cual coincide con lo
encontrado por Arbeldez y Calderdn (1991).

De las muestras de suelo, linicamente se present
un aislamiento de Fusanium oxysporumni.sp. diant-
/i, Raza 2; los demaés aislamientos correspondie-

ron a formas no patogénicas de £. oxysporumen ’

clavel o a formas patogénicas de £. oxysporumdi-
ferentes a la forma especial dianihi.

Cuadro 2. Cantidad total de los aislamientos de Fusarium oxyspo-

rurnobtenidos de plantas y de suelo

y Camargo (1993), Serrano et al (1994), trabajos
en los cuales se demostré que la poblacién de Fu-
sanum oxysporum no patogénico es mayor en el
suelo que la poblacién patogénica de Fusanum
OXySporum.
Las plantas de las variedadas Niki, Taiga e Ibiza no
mostraron reaccién alguna a los aislamientos de la
raza 2 del patogéno, pues, al terminar las observa-
ciones en la semana 18a. después de la siembra,
no se detecto algtin daiio en su exterior, lo mismo
que en su interior, al realizar cortes de la base de
sus tallos al finalizar los ex-
perimentos.

De los aislamientos obteni-
dos a partir de las plantas
enfermas, cinco fueron de

Fusanum oxysporum £.sp.

Procedencia Nomero Raza 2 Baja No. diantti de baja patogenici-
muesiras Patdgeno  Palogenicidad Patogénico dad en las plantas de las va-
Plantas 50 41 5 4 riedades San Remo, Pink
Suslo 50 1 0 49 Calypso y Haggao di Sole y
cuatro aislamientos fueron

Tolal 100 42 5 53

Es necesario aclarar que la alta frecuencia de Fu-
sanum oxysporumf.sp. dianthien las muestras de
plantas no indica que este patogéno se halle en la
misma proporcién en el suelo, lo cual se debe a la
variacién de la dindmica poblacional presente en
este medio. Esta situacién coincide con los resul-
tados obtenidos por Reuven et al. (1992), Sanabria

4

Fusanum oxysporum no pa-
togénicos para {as plantas
de todas las variedades dife-
renciales en estudio.

En cuanto a los aislamientos del hongo obtenidos
a partir del suelo, 49 del 1otal de 50 resuitaron per-
tenecer a Fusanum oxysporum no patogénico, ya
que no ocasionaron ningun tipo de sintoma exter-
mo o interno en las plantas de las seis variedades
diferenciales utilizadas en el experimento, lo cual

Figura 1. Respuesta de las
plantas de seis varieda-
des diferenciales de clavel
a la inoculacion del aisla-
miento 1087, obtenido a
partir de una planta e
identificado como Raza 2
de Fusanum oxysporumnt.
sp. dianthi Reaccién de
resistencia en las plantas
de las variedades Taiga,
Niki e Ibiza y de suscepti-
bilidad en las plantas de
las variedades San Re-
mo, Raggio di Sole y Pink
Calypso. Este aislamiento
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Figura 2. Respuesta de las
plantas de seis varieda-
des diferenciales de cla-
vel a la inoculacién del
aislamiento 58581, obte-
nido a partir de una
muestra de suelo e iden-
tificado como Raza 2 de
Fusarnum oxysporum f.
sp. dianthi. Reaccién de
resistencia en las plantas
de las variedades Taiga,
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las variedades San Re-
mo, Raggio di Sole y Pink
Calypso.
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Flgura 3. Respuesta de las
ptantas de seis varieda-
des diferenciales de cla-
vel a la inoculacién del
aislamiento 58619, obte-
nido a partir de una plan-
ta e identificado como
Raza 2 de Fusanum
oxysporum . sp. dianthi.
Reaccién de resistencia
en las plantas de las va-
riedades Taiga, Niki e Ibi-
za y de susceptibilidad
en las plantas de las va-
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riedades San Remo,
Raggio di Sole y Pink
Calypso. Este aislamien-

~=- Raggio di Sole —— Pink Calypso —»— San Aemo

-=- Nikl ~»— Talga —— {biza

to mostré una mediana
agresividad.

coincide con lo encontrado en Colombia por Sana-
bria y Camargo (1993) y Serrano et al. (1994).

PERIODO DE INCUBACION

En estos ensayos, el periodo de incubacién de fa
enfermedad mostrd variaciones, 1o cual dependid
fundamentalmente de la reaccién de las plantas de
las variedades diferenciales que se utilizaron para
la inoculacién con los aislamientos de Fusanum
oxysporum/i.sp. dianthi.

Enlas fases 1y 2, 1os primeros sintomas de la enter-
medad se presentaron en las plantas de la variedad
Raggio di Sole en la novena semana después de la
inoculacién y siembra de los esquejes, mientras que,
en las plantas de las variedades San Remo y Pink
Calypso, se observaron, con algunas excepciones,
entre la decima y la doceava semana.

La variacién patogénica observada en las diferen-
tes fases del ensayo en las plantas de las varieda-
des diferenciales inoculadas con los aislamientos
de Fusarium oxysporum{. sp. dianthifue totalmen-
te independiente de la variacién morfolégica de ta-
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les aislamientos, lo cual as similar a lo observado
por Messiaen y Cassini (1981) y Arbelaéz y Calde-
rén (1992).

CONCLUSIONES

De los 50 aislamientos obtenidos a partir de
muestras de plantas enfermas, 41 (82%) pre-
sentaron reaccién de susceptibilidad en plan-
tas de las variedades diferenciales Raggio di
Sole, Pink Calypso y San Remo y reaccién de
resistencia en las variedades Ibiza, Taiga y Ni-
ki y, por consiguiente se identificaron como
pertenecientes a la raza fisiolégica 2 de Fusa-
num oxysporumt.sp. dianth.

Et 8% de los aislamientos obtenidos a partir de
las plantas enfermas no fueron patogénicos en
las seis variedades diferenciales de clavel ino-
culadas.

De los 50 aislamientos obtenidos a partir de las
plantas enfermas, cinco (10%) mostraron baja
patogenicidad en las plantas de las variedades
diferenciales Raggio di Sole, Pink Calypso y
San Remo y reaccidn de resistencia en las va-
riedades Ibiza, Taiga y Niki y, por lo tanto, no
se pudieron clasificar dentro de ninguna de las
razas conocidas de Fusarnium oxysporumi.sp.
dianthi,

Solamente uno (2%) de los 50 aislarmientos ob-
tenidos a partir del suelo, fué patogénico en
plantas de clavel y se clasificé como Raza 2 de
Fusanum oxysporum{.sp. dianthi.

El 98% de fos aislamientos obtenidos a partir
del suelo (49) resultaron pertenecer a Fusa-
rium oxysporumno patogénico, en las varieda-
des diterenciales de clavel utilizadas.
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