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RESUMEN

El interés por conocer e identificar las diferentes especies de Fusarium presentes en
semillas de ajo, ha sido con la finalidad mantener la sanidad de las mismas y asi
saber qué medidas de control tomar en cuenta para evitar pérdidas econémicas del
cultivo, asi mismo, por la importancia respecto a la produccion de micotoxinas que
algunas especies de Fusarium producen y son dafinas para el hombre causando
enfermedades degenerativas. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar
morfolégicamente especies de Fusarium encontradas en semillas de ajo del estado
de Zacatecas, México. Estado en el que se concentra el 50.4% de la produccion
nacional de dicha hortaliza. En esta investigacion se aislaron e identificaron tres
especies de Fusarium presentes en ocho variedades (Chino, Jaspeado, Coreano,
Perla, Cezac 06, Zacatecano, Ensenada y Blanco) de ajo (Allium sativum) mediante
técnicas tradicionales y uso de claves taxonémicas para su identificacion hasta
especie. Dichas especies fueron: Fusarium oxysporum, F. verticillioides y F.
proliferatum, la caracterizacion microscopica se llevd a cabo en cultivos crecidos
sobre medio de cultivo CLA, y se baso en las caracteristicas morfologicas de cada
especie. En el caso de F. oxysporum Schlechtend se observd la produccién de
microconidias ovoides o en forma de rifidn naciendo de monofialides laterales,
cortas y anchas, afiladas hacia la punta. Las microconidias formaron masas pero
nunca cadenas, las macroconidias presentaron de uno a cinco septos, en forma de
luna ligeramente curveada. De célula apical afilada y basal en forma de pie. Se
formaron abundantes clamiosporas grandes, hialinas, observandose aisladas o en
parejas, intercalares o terminales; Fusarium verticillioides (Saccardo) Nireberg formo
cadenas largas de microconidios, monofialides. En tanto que Fusarium proliferatum
form6 microconidios en mono y polifialides con la presencia de macroconidios en
forma de canoa con una célula apical de 3 a 5 septos, formando una sola célula con
microconidias abundantes con apariencia de una pera con arreglo de cadenas y

falsas cabezas.

Palabras claves: Identificacion, especies Fusarium, semillas, ajo.

Vi



CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L.) tiene su origen en Asia Central, la llegada a América de
esta hortaliza fue en el segundo viaje de Cristébal Colon (Garcia, 1998; Heredia y
Delgadillo, 2000). En México el ajo es considerado como una de las hortalizas mas
rentables, con un area sembrada de 5,539 ha (FAO, 2011), y con una produccion
nacional reportada para el afio 2011 de 56,692 ton. Los estados que reunen el 89%
de la produccion son Zacatecas, Guanajuato, Baja California, Aguascalientes,
Sonora y Puebla. Zacatecas en el 2011 contribuy6 con una superficie cosechada de
2,209 ha y con una produccién de 28,557 ton, con un valor de 654,516 pesos (SIAP,
2011). Las plantas de ajo se reproducen asexualmente por lo que su Unica via de
propagacion es mediante bulbillos o dientes, por lo cual es muy susceptible al
ataque de plagas y enfermedades que provocan grandes pérdidas en su
rendimiento (Vazquez, 2012). Dentro de los hongos fitopatogenos del ajo podemos
mencionar a Pudricion blanca ocasionada por Sclerotium cepivorum, moho azul por
Penicillium spp. y a Fusarium spp. Este ultimo afectan al ajo desde su estado de
plantula (Quiroz et al., 2008; Sanabria et al., 2002). Fusarium spp. ya ha sido
reportado afectando a plantas de ajo en México con anterioridad en los estados de
Guanajuato, Zacatecas y Aguascalientes. En tanto un reporte de una nueva
sintomatologia de este patdgeno fue reportado en Aguascalientes afectando a
plantas de ajo (Velasquez y Medina, 2004a). Entre los hongos de suelo que
provocan enfermedades en el cultivo de cebolla y ajo se encuentran diversas
especies de Fusarium, ampliamente distribuido a nivel mundial, que ocasionan la
produccion basal del bulbo de cebolla (Fusarium oxysporum f. s.p. cepae) y del ajo
(Fusarium culmorum). Los dafios causados por este género pueden alcanzar el 40%
de reduccion de rendimientos (Schwartz y Krishna, 1995). En Guanajuato se ha
mencionado ha F. oxysporum como agente causal de pudricion del bulbo. Esta
enfermedad ha sido reportada en todas las areas productoras de ajo en el mundo;
en México su presencia se ha indicado previamente en los estados de Puebla y
Guanajuato afectando a plantas de ajo (Delgadillo, 2000; Alvarado, 1987). F.

proliferatum se encontré afectado al cultivo de ajo en el noreste de los Estados



Unidos, (Dugan et al., 2007), Egipto (Galal et al., 2002), Polonia, Serbia (Stankovic
et al., 2007; Stepien et al., 2011) y recientemente en la India (Ravi-Sankar, 2012),
Espafa (Palmero et al., 2012) y en México (Ochoa et al., 2013). También es posible
gue este patdgeno puede afectar a plantas de ajo durante su crecimiento en campo
(Stankovic et al., 2007). Sin embrago nuevos reportes de F. verticillioides, F.
oxysporum y F. proliferatum afectando a semillas de ajo en Aguascalientes (Ochoa
et al., 2012).

La correcta identificacion de las especies de Fusarium requiere de una observacién
detallada del cultivo, ya que el género se caracteriza por una gran variabilidad
morfolégica bajo diferentes condiciones de cultivo y tiende a degenerarse
rapidamente (Seifert et al., 2000). Por lo anterior el presente trabajo tiene como
objetivo aislar e identificar morfol6gicamente especies de Fusarium encontradas en

semillas de ajo del estado de Zacatecas, México.



CAPITULO Il

2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen del Ajo

El ajo Allium sativum L., al igual que la cebolla Allium cepa L., es una planta
gue tuvo su origen en Asia Central donde el antecesor directo del ajo fue Allium
longicusois Regel, es una especie endémica sus propiedades terapéuticas y sus
usos se conocen desde hace mas de 3000 afios, aunque algunos autores remiten
su uso desde 4000 afios antes de Cristo (Garcia, 1998; Heredia y Delgadillo, 2000).
El ajo fue introducido a lo que seria América Latina en los ultimos afios del siglo XIV,
durante el segundo viaje de Cristébal Colon (Reveles y Rubio, 2006; FAO, 1988).

La introduccién a América se remonta a la época de la conquista espafiola,
quienes lo introdujeron a Cuba y de ahi al resto de las colonias. En México se
reportan superficies sembradas de esta hortaliza a principios del Siglo XX en la
region del Bajio, adquiriendo mayor importancia econémica hasta mediados de
siglo, en donde se tienen registradas las primeras exportaciones de ajo, como
resultado de la ventaja comparativa que implica su posibilidad de cosecha en la
época del afio en la que se registra regularmente una oferta mundial baja (Espinosa
et al., 2003; Macias et al., 2010).

2.1.1 Importancia Econdmica del Ajo

La produccion mundial de ajo y el comercio internacional han venido
experimentando un sostenido aumento, como consecuencia del cambio de los
habitos de consumo hacia una alimentacion mas saludable y del reconocimiento de

sus propiedades terapéuticas (Burba, 2006; Chavez et al., 2008).

El cultivo de ajo es de gran importancia socioecondémica para el estado de
Zacatecas ya que se desarrolla en el campo durante otofio-invierno cuando existen

pocas alternativas para el empleo en el medio rural pero las actividades de limpieza,



seleccibn y empacado continian durante el resto del afio. La importancia
socioeconOmica de ésta hortaliza en Zacatecas se ve reflejada en el hecho de
generar alrededor de 412,300 jornales por ciclo de cultivo (Reveles y Rubio, 2006;
Velazquez et al., 2010 y Mena, 2006).

2.1.2 Importancia social del Ajo

El uso principalmente del ajo es como condimento, particularmente en los
platillos de la cocina asiatica, latinoamericana, en algunos paises de Europa y
tltimamente en los Estados Unidos. Las presentaciones requeridas por los
consumidores son diversas, desde el bulbo del ajo en fresco o seco, en conserva y
deshidratado. En México se tiene un consumo aproximado de 500 gramos por
persona al afio, de los cuales una cifra cercana al 82% se consume en fresco y el
18% a través de diferentes productos derivados de procesos industriales como
aceite, polvo, medicamentos, extractos (Velazquez, 2011; Espinosa et al., 2003).

2.1.3 Valor Nutricional y Medicinal

El ajo no solo es importante por el uso culinario, sino también por su valor
nutricional y medicinal. Este en estado verde contiene sodio, azucares, proteinas
crudas, celulosas, cenizas y vitaminas. En los bulbos maduros contiene aceite
esencial y en estado seco contiene insulina, la cual es desdoblada por el organismo
en fructosa. También, es portador de una sustancia bacteriana denominada fitocida,
la cual detiene el desarrollo de las bacterias que causan la tuberculosis, disenteria,
difteria, coOlera y otras enfermedades. Se usa en tratamientos preventivos de la alta
presién arterial, arteriosclerosis, catarros, asma y para enfermedades causadas por
parasitos intestinales, es expectorante, vermifugo, tonico para los pulmones y la
pituitaria. Ademas, en las secreciones de las raices del ajo se han descubierto
sustancias fitocidas que protegen otras plantas contra algunas enfermedades, como
lo son: el tizon tardio de la papa y la bacteriosis en el repollo (An6nimo, 1; Pal y
Platt, 1995; Cabrera y Elliot, 1996).



2.1.4 Produccion Mundial de Ajo

En el afio 2010 los principales paises productores de ajo fueron: China, India,
Republica de Corea y Egipto con una produccién de 18,558669, 833,970, 271,560 y
244626 ton respectivamente, tal como se visualiza en el cuadro 1(FAOSTAT, 2010).

Valor de
Posicion Pais miles de | Produccion | Simbolo
pesos (T)
1 China 9768169* | 18558669 F
2 India 438951 | 833970
3 Republica de Corea 142932 | 271560
4 Egipto 128756 | 244626
5 Federacion Rusa 112363 | 213480
6 Myanmar 97846 185900 F
7 Etiopia 94899 | 180300 F
8 Estados Unidos de América 89577 170190
9 Bangladesh 86526 | 164392
10 Ucrania 82845 | 157400
11 Espafia 71582 | 136000
12 Argentina 67845 128900 F
13 Brasil 52055 | 104126
14 Republica Popular Democrética de Corea 40528 77000 F
15 Turquia 40494 76936
16 Argelia 37212 70700 F
17 Tailandia 35848 68108
18 Rumania 35377 67215
19 Ir&n 34738 66000 F
20 Pakistan 30121 57229
* :Cifras no oficiales

F: Estimaciéon FAO
Cuadro 1. Principales paises productores de ajo en el afio 2010




2.1.5 Produccion Nacional del Ajo

De acuerdo con FAOSTAT (2010) en México en el periodo 2007-2011 se
produjeron un promedio de 53,719.2 ton, Cuadro 2. Pero en 2011 México produjo
56,692 ton de ajo como se observa en el Cuadro 3. Siendo la region centro-norte
con mayor produccion oscilando aproximadamente en 50,884.67 ton esto

equivalente a 89% de la produccion anual de 2011 en México (SIAP, 2011).

Afio VTS Produccion ton
cosechada ha
2007 5491 56999
2008 5035 50015
2009 5674 56088
2010 4909 47429
2011 5675 58065
Cuadro 2.- Produccion en México de ajo periodo 2007-2011
(Fao, 2011)

La principal area productora de ajo en México se localiza en la parte centro
norte del pais en la que destacan los estados de Zacatecas, Guanajuato y
Aguascalientes como se puede observar en el Cuadro 3, siendo el estado de
Zacatecas el principal estado productor de ajo de México con una superficie de
2,209 ha y una produccion de 28,557 ton en el afio 2011 (SIAP, 2011).



Sup. Sup. Produccion Valor
Estadistica Cosechada Cosechada Produccion
(ha) (ha) (ha) (Miles de
Pesos)
Zacatecas 2,209.00 2,209.00 28,557.10 652,672.63
Guanajuato 945.5 945.5 9,292.18 185,566.74
Sonora 502 502 2,680.80 39,452.77
Baja California 377 377 4,269.99 197,057.68
Puebla 331 331 2,210.50 18,8894.65
Aguascalientes 286 286 3,874.00 48,156.00
Oaxaca 253.15 253.15 1,541.96 19,581.28
Queretaro 157 157 1,285.50 11,971.45
Guerrero 143 143 602.2 7,793.92
Chihuahua 109.5 93.5 308.5 7,222.50
Nuevo Leobn 104 104 1,179.00 24,464.00
Baja California Sur 38.25 38.25 403.52 7,306.15
San Luis Potosi 36 36 253.12 2,485.22
Hidalgo 25 25 175 1,487.50
Tlaxcala 9 9 8.93 58.04
Jalisco 7 7 32 367.4
Michoacan 3 3 9 180
Coahuila 2 0 0 0
Durango 1.5 1.5 9 405
Total 5,538.90 5,520.90 56,692.30 1,225,112.94

Cuadro 3. Produccidn agricola ciclo otofio-invierno 2011, modalidad riego + temporal de ajo.
Fuente SIAP, 2011

2.2 Principales Plagas Presentes en el Ajo

A nivel mundial la presencia de hongos, bacterias, virus y nematodos en los
sistemas de produccidbn de ajo ocasionan una serie de enfermedades, que
dependiendo de la severidad con que se presente y de la parte de la planta que
afecta, tienen un amplio impacto en pérdidas econémicas y pueden ocasionar la
afectacion en la inocuidad de los productos por la presencia directa de estos
organismos o bien por la contaminacion con agroquimicos (Everhart et al., 2003;
Izquierdo, 2006).

En tanto esta hortaliza, al igual que otros cultivos, se ve afectada por la
incidencia de enfermedades que reducen el rendimiento y calidad de la cosecha.
Aunque se conocen la presencia de enfermedades foliares como la denominada
mancha purpura y virosis. Las enfermedades causadas por patdgenos que viven en

el suelo son las méas importantes en la region, reportandose como enfermedades del



bulbo y de la raiz las causadas por S. cerpivorum Berk., Penicillum y Fusarium sp.,
(Mendoza, 1999; Veldsquez y Medina, 2004b; Arévalo et al., 2002).

2.2.1 Principales Plagas en el Cultivo

En México, en las regiones de Zacatecas, Aguascalientes y Guanajuato (con
mayor potencial productivo de ajo), los principales problemas con plagas en el
cultivo son: trips (Thrips tabaci, Frankliniella occidentalis), &caros (Rhizoglyphus sp.)

y el nematodo (Ditylenchus dipsac) (Mendoza, 1999 y Arévalo et al., 2002).

2.2.2 Trips

En las parcelas comerciales de ajo en Zacatecas se ha encontrado al trips de
la cebolla (Thrips tabaci L.) y al trips occidental de las flores (Frankliniella
occidentalis P.), miden entre 1.3-1.5 mm, de largo. Poseen un cuerpo blanco o
amarillo muy pélido; el dafio mecénico que estos ocasionan consiste en inyectar su
propia saliva para disolver los tejidos de la planta y de esta manera poder ingerirlos.
El crecimiento de las plantas se detiene al ser afectadas severamente, las hojas
pueden morir; ademas estas heridas pueden servir como puerta de entrada para
otros patdgenos. El trips de la cebolla puede actuar como vector del virus de la
mancha amarilla de la cebolla que puede afectar a las plantas de ajo mientras que el
trips occidental de las flores es capaz de transmitir un virus que afecta a las plantas
de jitomate y chile (Heredia y Delgadillo, 2000; Mena, 2006)

Esta plaga tanto en estado de ninfa como adulto se alimenta principalmente
en la base de las plantas, dentro del cogollo; sin embargo, el dafio es mas severo
durante la formacion y el llenado del bulbo, por lo que esta es la época en que
deben controlarse para evitar que alcancen niveles incontrolables. EI umbral es de
30 trips por planta a mitad del desarrollo del cultivo. El manejo de esta plaga es
complicado pero en cebolla se ha encontrado que evitando la sequia en el suelo se
evitar el incremento de las poblaciones de esta plaga, los insecticidas
recomendados son Diazinon CE 25%, L-Cyhalotrina CE 07%, Malation CE 49% y
Paration metilico CE 47% (Garcia, 1998; Bujanos y Marin, 2000; Grageola, 1995).



2.2.3 Acaro del ajo

Produce afectaciones en el cultivo y en campo haciéndose dificil su combate,
por la forma en que se aloja en la planta. Durante el almacenamiento los acaros se
mantienen dentro de los bulbos daflando los dientes, los que son fuente de
infestacion. En las plantaciones puede detectarse la presencia de acaros por la
aparicién de sintomas caracteristicos donde las hojas mas jévenes no emergen y
hace, con la anterior, una forma de arpa o aparece rizada en forma de zarcillo; hojas
con bandas longitudinales cloréticas o con las observacion de ellos, con una lupa de
10X, a lo largo del nervio central de las hojas intermedias de la planta. A partir de 25
a 70 dias de brotado el cultivo se producen los incrementos y se convierte en un
problema grave si no se realizé la desinfeccion de la semilla. En estos casos se
recomienda la aplicacion de Azufre, la fumigacion al suelo con Metam Sodio a la

presiembra (Arévalo et al., 2002).

2.2.4 Pudricion por Nematodos

La pudricién de bulbos es la principal caracteristica del ataque del nematodo
conocido como Ditylenchus dipsaci Kuhn, que también pueden afectar severamente
a la cebolla. Las hojas de las plantas afectadas toman un color amarillento que al
avanzar el ataque toma una coloracion café; el tallo se engrosa, las raices se
destruyen y el bulbo se deforma. Esta pudricion va acompafiada de un aroma
desagradable originado en la pudricion bacteriana que suele acompafar al ataque
de nematodos. El control quimico para este nematodo es la aplicacion de Nemacur,
Furadan (Pérez et al., 2002; Gonzéalez, 1979; Thorne, 1968).

2.3 Sanidad

Reveles et al. 2009 indican que la sanidad de la semilla es definitivamente el
criterio mas importante en la seleccion de semilla puesto que patégenos como los
gue causan la pudricién blanca y otras enfermedades se transmiten a través de la
semilla. Probablemente el uso de semilla proveniente de parcelas con problemas

sanitarios, ha sido la via de diseminacion mas importante de enfermedades.



Otra anormalidad de la semilla es la deformacion de bulbos causada por
nematodos o la presencia de dientes brotados conocidos como “escobeteados”. Los
bulbos con poca consistencia, livianos o marchitos deben descartarse ya que

seguramente se encuentran enfermos (Reveles et al., 2009).

2.4 Enfermedades Virales en el Cultivo de Ajo

La presencia de virus en regiones productoras de ajo en el mundo como
Argentina, Australia, Brasil y Francia, entre otros, han sido mencionados por
diferentes autores (Conci et al., 2003; Fajardo et al., 2001; Lot et al., 1998; Sward y
Brennan, 1994). Globalmente los principales virus detectados afectando a plantas
de ajo son los Potyvirus Onion yellow dwarf virus y Leek yellow stripe virus mientras
gue los Carlavirus se han mencionado al Shallot lantet virus y al Garlic common
lantet virus (Koch et al., 1995; Takaichi et al., 2001; Fajardo et al., 2001; Cabrera y
Elliot, 1996).

En México se ha descrito la incidencia y efecto de las enfermedades
provocadas por virus en las parcelas comerciales y experimentales de ajo en el
estado de Guanajuato (Pérez et al., 2007; Pérez et al., 2008). Los Potyvirus como el
mosaico del pepino (Cucumer mosaic virus) y el virus del mosaico del tabaco
(Tobacco mosaic virus) comunes en pepino (Cucumis sativus L.) 6 chile (Capsicum
annuum L.) también han sido reportados afectando al cultivo de ajo (Pérez y Rico,
2004). En Zacatecas, México se han identificado cinco virus afectando plantas de
diferentes variedades de ajo en parcelas comerciales y experimentales; los virus
identificados fueron el Onion yellow dwarf virus (virus del enanismo de la cebolla,
ODYV), Garlic common latent (virus latente comudn de ajo, GarCLV), Leek yellow
stripe virus (virus del rayado amarillo del puerro, LYSV), Shallot latent virus (virus
latente del Shallot, SLV) y Tobacco etch virus (virus del jaspeado del tabaco, TEV),
(Velasquez et al., 2010).

Los sintomas asociados con estos virus incluyen franjas o manchas
blanquecinas a amarillas en las hojas, deformaciones de las venas o del escapo

floral, entre los mas frecuentes. El principal medio de diseminacion de estas
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enfermedades es la propia semilla aunque algunos vectores como los pulgones
también son capaces de transmitirlas. El manejo sustentable de estas
enfermedades se vuelve critico para técnicos y productores; dentro de este manejo
es necesario un conocimiento de las enfermedades, sus agentes causales,

sintomatologia, epidemiologia y métodos de control (Velazquez et al., 2009).

2.5 Pudriciéon blanca

La enfermedad conocida como pudricion blanca representa la principal
amenaza para los cultivos de ajo y cebolla en los estados de Zacatecas y
Aguascalientes. De acuerdo con algunos reportes la enfermedad se reportdé en
Zacatecas desde inicios de la década de 1990 (Olvera et al., 1991), la pudricion
blanca, afecta solamente a las especies de Allium desarrollando estructuras de
resistencia que tienen capacidad de sobrevivir en el suelo por mas de 20 afos. La
pudricion blanca afecta directamente al producto comercial (bulbo), causando
pérdidas que pueden llegar al 100% (Delgadillo, 2000; Conles et al, 2010). La
pudricion blanca es causada por el hongo llamado S. cepivorum Berk. cuya principal
caracteristica es la produccién de pequefas esferas negras llamadas esclerocios
sobre la superficie de los bulbos de plantas de ajo o cebolla. Estas estructuras, que
regularmente miden entre 0.3 y 0.6 mm de diametro, se pueden encontrar entre el
algodoncillo blanco o micelio que cubre los bulbos de las plantas enfermas. La
funcion de los esclerocios es la de sobrevivir en el suelo por periodos prolongados,
siendo capaz de sobrevivir hasta 40 afios, aun sin la presencia de plantas de ajo o
cebolla (Davis et al., 2007).

2.5.1 Sintomas de la enfermedad

Las hojas mas viejas de las plantas de ajo o cebolla que se infectan con este
hongo toman una coloracion café y van muriendo hasta que solo quedan vivas las
hojas mas joévenes de la planta que muestran una coloracion verde opaco. En este
punto las envolturas externas del bulbo de la plantas enfermas han sido colonizadas
por el micelio del hongo y los esclerocios que se produjeron entre el algodoncillo se

encuentran listos para ser liberados en el suelo donde podran permanecer viables
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hasta por 40 afios aun cuando no se planten ajos o cebollas durante ese tiempo. El
manejo de la enfermedad, la incorporacién de materia orgéanica al suelo (Pereira et
al., 1996; Ulacio et al., 2003), la rotacion de cultivos tales como cruciferas, como el
brécoli, aplicacion de antagonistas como Trichoderma (Zavaleta, 1999; Rojas et al.,
2010).

2.5.2 Moho Azul

El ataque de esta enfermedad puede originar una reducida emergencia de
plantulas en la parcela asi como pudriciones de los bulbos durante el periodo de
almacenaje, donde puede contaminar hasta el 90% de los bulbos (Hernandez et al.,
2006). Bajo condiciones experimentales, la enfermedad puede destruir el 50% de
los “dientes” antes de la emergencia (APS, 1995). Ademéas de conocerse su
presencia afectando ajo, se ha mencionado su incidencia en alméacigos y bajo
condiciones de campo en el cultivo de cebolla en el estado de Morelos, México
(Montes et al., 2003).

Se ha reportado a Penicillium hirsutum Dierckx como el responsable de la
pudricion del “diente” de ajo, pero otras especies del mismo hongo pueden estar
involucradas como Penicillum corymbiferum (Westling) en Argentina (APS, 1995;
Rivas, 1999). Recientemente, Hernandez et al (2006) reportaron la patogenicidad de
Penicillum citrinum Thom. sobre “dientes” de ajo. Los sintomas de la enfermedad en
el campo incluyen una pudricion de la “semilla” después de la plantacion, lo que
resulta en plantas marchitas, cloréticas, débiles o achaparradas, a esta enfermedad
se la ha denominado “pérdida de vigor” en otras areas productoras de ajo como el
bajio. En Aguascalientes y Zacatecas la enfermedad parece asociada con los
“dientes” que germinan tardiamente. La caracteristica distintiva de la enfermedad es
el desarrollo de micelio de color verde azul sobre el “diente” o sus restos.
(Velasquez y Medina 2004b; Chavez, 2010).
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2.5.3 Pudricion por Botrytis

La presencia de esta enfermedad ha sido registrada en Noruega, Finlandia,
Bulgaria, Hungria, Alemania, Inglaterra, Brasil, Nueva Zelandia, Estados Unidos de
Ameérica y Canada. Se ha reportado también que las pérdidas causadas en el cultivo
de ajo pueden ser del 30% o mayores (APS, 1995).

El organismo responsable de esta enfermedad es el hongo Botrytis porri
Buchw., (APS, 1995; Somerville et al., 1984). Los sintomas foliares asociados con
este patdgeno se manifiestan inicialmente en las hojas mas viejas tomando una
coloracion amarilla o café eventualmente las hojas mas jévenes también se secan y
solamente las hojas emergentes conservan su color verde. En California se ha
mencionado que las plantas de ajo afectadas por éste patdégeno son también
achaparradas y se advierte marchitez del follaje; los bulbos presentan un aspecto
‘chupado” y son muy ligeros (Somerville et al., 1984). Frecuentemente la
enfermedad prosigue su desarrollo después de la cosecha. La caracteristica
distintiva de la enfermedad es la presencia de esclerocios en los bulbos (APS, 1995;
Velasquez y Medina, 2004b).

2.5.4 Mancha purpura

Esta enfermedad, ocurre muy esporadicamente en Aguascalientes y
Zacatecas aunque los productores de ajo de esa regidn realizan aspersiones de
fungicidas destinadas a “prevenir” la incidencia de la mancha purpura. En México se
le ha reportado previamente en Morelos, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Oaxaca,
Puebla, Tamaulipas y Zacatecas (Mendoza y Pinto, 1985; Mendoza, 1999). El
hongo responsable de esta enfermedad es Alternaria porri Ellis Ciferri, en cuanto a
los sintomas aparecen en esta enfermedad es un gran nimero de pequefos puntos
blanquecinos que se desarrollan concéntricamente. Después de dos a cuatro dias
estos puntos concéntricos se tornan de color rojo vino hasta que finalmente aparece
una coloracion purpura en su parte central y amarillenta o rojiza en el borde de la
lesion. Sobre estas manchas se forman las conidias del hongo; si las condiciones
favorecen la epidemia, las manchas en las hojas se unen provocando la defoliacion,
mientras que las lesiones en los tallos pueden estrangularlos. Las escamas llegan a

oscurecerse y se desecan (Delgadillo, 2001; Mendoza, 1996).
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2.6 Generalidades del género Fusarium

El género Fusarium es el agente causal del marchitamiento vascular,
enfermedad que afecta a una gran variedad de cultivos tales como: ajo, algodon,
arveja, banano, brocoli, calabacita, cebolla, chile, fresa, linaza, melon,
ornamentales, clavel, crisantemo, gladiolos, tulipanes, repollo, tomate
econdmicamente importantes alrededor de todo el mundo (Ortodena, et al., 2004;
Groenewald, 2006). Las especies de Fusarium estan ampliamente distribuidas en
los suelos y sustratos organicos, por ejemplo, han sido aislados desde el permafrost
en el Artico hasta de las arenas de Sahara (Calle, 2005). El gran nimero de
especies y poblaciones no identificadas en este género se debe al alto grado de
variacibn en sus caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas, y esto explica la
capacidad que tiene Fusarium para colonizar variados nichos ecolégicos en distintas
areas geograficas (Diaz de Castro et al., 2007).

2.6.1 Fusarium

Fusarium crece rapidamente en agar papa dextrosa a 25 ° C, produciendo un
micelio algodonoso e incoloro al principio, pero conforme madura adquiere un color
crema o amarillo pélido, rojo o purpura (Diaz de Castro et al., 2007). Este patdégeno
produce un micelio septado hialino que produce tres tipos diferentes de esporas
asexuales. Los microconidios son producidos en el micelio aéreo solo o en
cadenas, tiene de una a dos células y son las esporas que el hongo produce con
mayor frecuencia y abundancia en todas las condiciones. Estas esporas son las que
el hongo forma con mas frecuencia en el interior de los vasos de las plantas
infectadas (Diaz de Castro et al., 2007). El género Fusarium puede desarrollar tres
formas conidiales: microconidias, generalmente fialosporas, macroconidios
septados, asi como clamidosporas globosas con paredes gruesas, solitarias o en
cadena (Holliday, 1980).

Los reportes de Fusarium spp, afectando a plantas ha sido mencionado en
gran parte del mundo, perturbando a una gran variedad de cultivos como algodon,
ajo, arveja, banano, brécoli, calabacita, cebolla, chile, fresa, linaza, melén,

ornamentales, clavel, crisantemo, gladiolos, tulipanes, repollo, tomate.
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Econdmicamente este patdgeno es importante alrededor de todo el mundo
(Ortodena et al., 2004; Groenewald, 2006; Sanabria et al., 2002; Agrios, 2005). Las
pérdidas provocadas por la enfermedad llamada pudricion basal causada por el
patdgeno Fusarium spp pueden alcanzar hasta el 40% en condiciones especificas.
El hongo puede causar la pudricion de la semilla aunque en plantas adultas los
primeros sintomas pueden observarse como deformaciones, amarillamiento y
necrosis de las hojas (Velasquez, 2004; Amador, 2009). Este patdgeno ya ha sido
reportado afectando a plantas de ajo en México con anterioridad en los estados de
Guanajuato, Zacatecas y Aguascalientes. En tanto se reportd6 una nueva
sintomatologia de este patdgeno en Aguascalientes afectando el cultivo de ajo

(Velasquez y Medina, 2004a).

En Guanajuato se a mencionado F. oxysporum como agente causal de
pudricion del bulbo. Esta enfermedad ha sido reportada en todas las éareas
productoras de ajo en el mundo; en Meéxico su presencia se ha indicado
previamente en los estados de Puebla y Guanajuato (Delgadillo, 2000; Alvarado,
1987). F. oxysporum puede ser transportado por la semilla, particulas del suelo,
restos infectados del cultivo asi como el agua excedente del riego. Las plantas
afectadas por la enfermedad se pueden encontrar formando manchones bien
definidos en el campo, amarillamiento y muerta regresiva de las puntas de las hojas,
mostrando raices de color café o rosa obscuro con crecimiento de micelio blanco en
la base de los bulbos. Se sabe que las razas de este patdgeno que atacan al ajo no
son capaces de dafiar a las plantas de cebolla; sin embargo si son capaces de
afectar a cultivos de cereales. El hongo se transmite por diente-semilla de ajo; en el
suelo sobrevive indefinidamente en forma de clamidospora. La temperatura éptima

para su desarrollo va de 25 a 28°C. (Velasquez y Medina, 2005; Delgadillo, 2000).

Ademas se ha observado que los bulbos de las plantas afectadas, no
alcanzan a diferenciar completamente sus “dientes” aun cuando los bulbos alcanzan
un tamafo normal. Al ser presionados con la mano, los bulbos afectados tienen una
consistencia esponjosa, por lo que se les conoce como “ajos de hule”. En
Aguascalientes, este sintoma se ha observado con mayor frecuencia hacia la época

de cosecha (Velasquez y Medina, 2004b).
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F. proliferatum ha causado enormes pérdidas en la agricultura debido a su
amplia variedad de hospederos. Este patdgeno tiene importancia econdémica ya que
se ha encontrando afectando a cultivos como el arroz, maiz, platano, sorgo,
esparrago, pinos, palmeras, cebolla (Leslie y Summerell, 2006; Galvan et al., 2008).
Este patdégeno se encentro afectado ha ajo en el noreste de los Estados Unidos,
(Dugan et al., 2007), Egipto (Galand et al., 2002), Polonia, Serbia (Stankovic et al.,
2007; Stepien et al., 2011) y recientemente en India (Ravi-Sankar, 2012), Espafia
(Palmero et al., 2012) y en México (Ochoa et al., 2013). También es posible que
este patdgeno puede afectar a plantas de ajo durante su crecimiento en campo
(Stankovic et al., 2007).

Aungue se han logrado avances en la identificacion de muchos hongos, aun
existen dificultades para el adecuado reconocimiento de ciertos géneros y especies
de este grupo de organismos. En Aguascalientes, México zona productora
importante de ajo se han logrado identificar tres especies de Fusarium afectando a
semillas de ajo, reportando a F. verticillioides, F. oxysporum y F. proliferatum este
ultimo es el primer reporte que se registra en México ya que este patdgeno se a
encontrado afectando al género Allium en otra partes del mundo (Ochoa et al., 2012;
Ochoa et al., 2013). Para F. verticillioides es mas frecuente la afectacion en cereales
aunque en Aguascalientes, México se reporta a este patdgeno en semillas de ajo
(Ochoa et al., 2012)

Seefelder et al (2002) indican la produccion de micotoxinas en bulbos de ajo

en Alemania. Se atribuye ser el principal origen de fumonisis en alimentos y sus

derivados debido a la presencia de F. verticillioides y F. proliferatum.
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CAPITULO 1l

3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en la UAAAN, en el laboratorio de fitopatologia del

Departamento de Parasitologia.

3.1 Etapa experimental I: Obtencion del patégeno a partir de dientes de ajo en
Papa Dextrosa Agar

3.1.1 Material vegetal

Ocho variedades (Chino, Jaspeado, Coreano, Perla, Cezac 06, Zacatecano,
Ensenada y Blanco) de ajo (Allium sativum L.) fueron adquiridas en el Campo
Experimental Zacatecas Calera, México: proporcionadas por el Ing. Manuel Reveles
Hernandez. Las cuales fueron almacenadas en bolsas de plastico de 2 kg. de

capacidad a temperatura ambiente en un lugar seco.

3.1.2 Desinfeccion de la semilla de ajo

Se pelaron de 4 dientes de ajo por cada variedad, los dientes tenian que
mostrar sintomas de Fusarium o sin sintomas. Enseguida en condiciones totalmente
asépticas y bajo una camara de flujo laminar se realizaron cortes del tejido enfermo,
se colocaron en cloro al 2% por 1 minuto a 1 y medio, enseguida se sumergieron en
agua destilada estéril durante medio minuto para eliminar los excesos del
desinfectante; posteriormente, los trozos se tomaron con pinzas y se colocaron

sobre papel destraza aséptico para que secaran por 24 h.

17



3.1.3 Siembra de la semilla de ajo con sintomas de Fusarium

Concluidas las 24 h, se colocaron asépticamente cuatro trozos por placa
colocados sobre el medio de cultivo papa-dextrosa agar (PDA), para ser incubados
durante cinco dias a una temperatura de 22 °C. Cada placa quedo identificada con

la variedad de ajo a la que pertenece y fecha de siembra.

3.2 Etapa experimental II: Aislamiento del patégeno

3.2.1 Incremento del in6culo por siembra directa

Finalmente, se procedié a separar las diferentes colonias de las especies
fungicas. Para realizar la purificacién del hongo y el incremento del indculo, se tomé
un explante de cada cepa de referencia con un sacabocados estéril, se sembré en
el PDA y se dej6 incubando durante ocho dias a una temperatura aproximada de
22°C.

3.2.2 Cultivo monospoérico

De las colonias obtenidas se hizo una suspension de conidios, las diluciones
se hicieron con 9 mL de agua destilada estéril mas un explante de cada colonia en
tubos de ensaye; enseguida se agitaron con la ayuda de un vortex (Genie mixer,
Modelo K-550-G) hasta obtener una solucion homogénea. Partiendo de cada
solucién se tomé 0.1 ml de cada tubo hasta obtener una concentracién de 10°
conidios/ml; para obtener cultivos monosporicos en cajas petri con medio de cultivo
PDA. Se dejaron incubar durante 24 h para posteriormente poder observar en
crecimiento de los conidios con ayuda de un microscopio (Olympus, Modelo

CKCX415F) para su posterior transferencia a medio agar.
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3.3 Etapa experimental Ill: Caracterizacion morfoldégica

3.3.1 Preparacion del carnation leaf agar

En cuanto a la preparacion de carnation leaf agar (CLA), se cortaron trozos
pequefios de las hojas de clavel, posteriormente se esterilizaron las hojas de clavel
con ayuda de los rayos uv de la camara de flujo laminar durante 72 horas.
Transcurridas las 72 horas se prepar06 medio litro de agar bacterioldgico
(BDBioxon®) a razén de 15 mL por placa, al momento de colocar el agar
bacterioldgico en las placas se depositaron las hojas estériles de clavel, se dejo
reposar durante 24 horas. La siembra en (CLA) se realiz6 a partir de un cultivo
monosporico, de donde fueron tomados 4 explantes que se transfirieron a las placas

gue contenian CLA. Las cuales se incubaron a 27 + 2 °C durante 7 dias.

3.4 Etapa experimental IV: Identificacion de las especies de Fusarium
presentes en los dientes de ajo

La identificacibn morfologica, una vez obtenidos los aislamientos puros del
patdbgeno se indujo a la formacion de fialides, microconidios, macroconidios y
clamidiosporas. Esto consistié en colocar explantes en CLA y/o colocar las placas
de PDA a periodos largos y cortos de frio, luz, obscuridad y calor. Se hicieron
montajes con cubre y portaobjetos utilizando un estereoscopio y un microscopio.
Para poder observar las caracteristicas distintivas de cada especie. Con ayuda de
claves de Leslie and Summerell (2006) se pudo determinar las especies de

Fusarium presentes en cada placa.

Para la identificacidbn a especie de las cepas de Fusarium se observé al
estereoscopio (Carl Zeiss) cada cepa ya sea las de PDA o CLA (para la toma de
muestra de la esporulacion sobre las hojas de clavel), posteriormente se tomé con
una aguja estéril una pequefia parte de micelio aéreo y se colocé en una gota de
lactofenol sobre un portaobjetos (Corning) después se observo al microscopio
compuesto (Olympus) a 10x, y 40x y asi observar las estructuras como fialides,

conidios siguiendo las claves de Leslie and Summerell (2006). Finalmente se sell6 la
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muestra y se etiquetd. Para después con ayuda de una camara (Sony, Formato Carl
Zeiss, Modelo DSC-W630) montada en el microscopio (Olympus, Modelo
CKCX41SF) se tomo la fotografia y se documento la imagen.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Etapa experimental I: Obtencion del patégeno a partir de dientes de ajo en
Papa Dextrosa Agar

4.1.1 Siembra de la semilla de ajo con sintomas de Fusarium

Al realizar la siembra de la semilla de ajo en PDA se obtuvo un 63% de
crecimiento en las placas, de Fusarium y el resto de ellas fue crecimiento bacterial
asi como la presencia de otros hongos. El género Fusarium es el agente causal del
marchitamiento vascular, enfermedad que afecta a una gran variedad de cultivos
ajo, algodon, arveja, banano, brocoli, calabacita, cebolla, chile, fresa, linaza, melon,
ornamentales, clavel, crisantemo, gladiolos, tulipanes, repollo, tomate.
Econdmicamente importantes alrededor de todo el mundo (Ortodena, et al., 2004;
Groenewald, 2006).

4.2 Etapa experimental II: Aislamiento del patégeno

4.2.1 Incremento del indculo por siembra directa

Los resultados de la purificacion de colonias fangicas, al paso de siete a diez
dias a una temperatura de 25 °C. se pudo ver que las colonias aparte de presentar
micelio aéreo también presentaban coloraciones muy diferentes entre si, iban desde

morados, violetas, rojizos y amarillos. Tal como se muestra en la Cuadro 4 y en la

Figura 1.
Variedad Coloracién de la cepa Presencia de NUumero
de ajo Morada Violeta | Amarilla | Rojiza Fusarium sp. de cepa
Cezac 06 |X X X X Fusarium sp. 4
Perla X X X Fusarium sp. 2
Blanco X X X X Fusarium sp. 3
Chino X X X Fusarium sp. 3
Ensenada |X X X X Fusarium sp. 4
Jaspeado | X Fusarium sp. 1
Zacatecano X X Fusarium sp. 1
Coreano Crecimiento bacterial 0

Cuadro 4. Purificacion del patégeno de las diferentes variedades de ajo




En el Cuadro 3. Se observo la presencia de Fusarium sp., las coloraciones
gue se presentaron en esta investigacion. De acuerdo con lo que cita Diaz de
Castro et al., (2007) Fusarium sp. crece rapidamente en agar papa dextrosa a 25 °
C, produciendo un micelio algodonoso e incoloro al principio, pero conforme madura

adquiere un color crema o amarillo palido, rojo o purpura.

Figura 1. Diferentes coloraciones presentes en la purificacion de las colonias
expresadas en medio PDA

Seifert (2001) cita que las colonias de los distintos Fusarios que crecen
moderada a profusamente, tienen diversos colores (blanco, rosado palido, rojo,
anaranjado, purpura, celeste, verde aceituna o pardo), especialmente en el reverso
de la colonia, excepto pardo obscuro o negro. El micelio es ralo o denso, ya sea
algodonoso, como un fieltro o con una zona central de funiculos, pero en algunos
casos es limoso. Hay Fusarios con pionotos de color anaranjado. Los pigmentos
gue difunden en el agar suelen variar de color o tono con el pH. Algunas especies
presentan zonas concéntricas de distinta morfologia macroscopica debido a la

secuencia luz — obscuridad.
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4.3 Identificacidén de Especies de Fusarium

A partir de semillas de ocho variedades de ajo provenientes de Zacatecas,
principal zona productora de ajo en México, se logré identificar tres especies:
Fusarium oxysporum, F. verticillioides y F. proliferatum, la caracterizacion
microscopica se llevo a cabo en cultivos crecidos sobre medio de cultivo CLA, y se
basé en las caracteristicas morfolégicas de cada especie. En el caso de F.
oxysporum Schlechtend se observo la produccion de microconidias ovoides o en
forma de rindn naciendo de monofialides laterales, cortas y anchas, afiladas hacia la
punta. Las microconidias formaron masas pero nunca cadenas, las macroconidias
tiene de uno a cinco septos, en forma de luna ligeramente curveada. De célula
apical afilada y basal en forma de pie. La formacion de clamiosporas estuvo
presente con abundancia estas fueron grandes, hialinas, observandose aisladas o
en parejas, intercalares o terminales tal como se observa en la Figura 2, Fusarium
verticillioides (Saccardo) Nireberg el cual form6 cadenas largas de microconidios,
monofialides Figura 3. En tanto Fusarium proliferatum formé microconidios en mono
y polifialides con la presencia de macroconidios en forma de canoa con una célula
apical de 3 a 5 septos, formando una sola célula con microconidias abundantes con

apariencia de una pera con arreglo de cadenas y falsas cabezas Figura 4.
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Figura. 2. Morfologia de aislamiento de semillas de ajo en clavel agar A:
monofialides y microconidias; B: monofialides in situ; C: microconidios; D:
macroconidios, E y F: clamidosporas Fusarium oxysporum.
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Figura. 3 Morfologia de aislamiento de semillas de ajo en clavel agar Ay B
monofialides in situ en forma verticilada; C microconidios y fidlides; D
microconidios en cadena in situ. Fusarium verticillioides.
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Figura. 4. Morfologia de aislamiento de semillas de ajo en clavel agar A:
microconidios y polifialides; B monofialides; C y D Polifialides y monofialide.
E y F: macroconidias Fusarium proliferatum
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En trabajos previos a esta investigacion se coincide con lo que mencionan
Veldsquez, 2004 y Amador, 2009 la presencia de Fusarium spp. como agente
causal de la enfermedad pudricidon basal en ajo. Sin embargo F. oxysporum es un
hongo comun en el ajo est4 presente en diferentes zonas productoras de ajo tanto
en México como en el mundo (Delgadillo 2000; Alvarado, 1987), afectando a plantas
de ajo en campo. La presencia de F. oxysporum en semilla lo sefialan Velasquez y
Medina, 2005, Delgadillo, 2000 y Veladsquez y Medina 2004. El aislamiento e
identificacion a especie de este patdgeno en semillas de ajo y su presencia esta

documentada en Aguascalientes México (Ochoa 2012).

La presencia del patdgeno F. proliferatum presente en semillas de ajo se a
reportado en muchas partes del mundo tales como: Estados Unidos, Egipto,
Polonia, Serbia e India (Dugan, Galand, Stankovic, Stepien, Ravi-Sankar). En
Espafia y México son los reportes mas recientes que se tienen con la presencia de
F. proliferatum en semillas de ajo indicado por Palmero y Ochoa La posibilidad que
este patégeno provoque perdidas en campo y produccion de toxinas dafiinas para el
ser humano (Seefelder y Stankovic). El resultado de la identificacion de F.
proliferatum aisladas de semillas de ajo coincide con un trabajo que se hizo en
Aguascalientes, México, en dicho trabajo se describe a este patdégeno
morfolégicamente (Ochoa, 2013).0choa menciona la presencia de F. verticillioides
en semillas de ajo en tanto este patégeno es mas comun afectando a cereales son

los reportes que se tiene en gran parte de paises productores de cereales.

27



CONCLUSIONES

Se logré identificar tres especies de Fusarium: F. oxysporum, F. verticillioides y F.

proliferatum en semillas de ajo provenientes de Zacatecas, México.

Por primera vez se logré en el estado de Zacatecas, México la identificacion de

especies de Fusarium afectando a semillas de ajo.
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