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El desarrollo de la presente investigacién, se
efectué con 97 genotipos de fresa, evaluados bajo
condiciones de invernadero, con la finalidad de lograr |los

siguientes objetivos:



a) Estimar la dosis dptima de indculo de Fusarium

para inducir un nivel alto de enfermedad,

b) Determinar si ese patédgeno produce sustanclas

toxicas a la planta.

c) Identificar fuentes de resistencia en clones de

fresa.

El indice de dafio o;asionado por Fusarium oxysporum
a la fresa, aumentd progresivamente, en la medida que se
incrementd la dosis del indculo. Sin embargo se encontrd que
los mayores incrementos proporcionales de la enfermedad =se
tuvieron con las dosis mas bajas y menores incrementos con
las dosié mas altas. Con distintos tamafios de maceta, pero
con los mismos porcentajes por volumen de suelo a indculo,
se tuvieron seme jantes indices de enfermedad. Los
porcentajes éptimos de suelo a indculo de Fusarium para
causar la enfermedad en los cultivares fueron 92 a 8 y 84 a

16. Para los clones de Fragaria chiloensis fueron 88 a 12.
La inoculacioén Iin vitro con el filtrado téxico de
Fusarium oxysporum provocd parcialmente los sintomas de la

enfermedad en las plantulas de fresa.

Entre los 31 cultivares de fresa evaluados los

siguientes fueron tolerantes a Fusarium: "SN", Sunrisge,

vAL



Brighton, Guardian y Sparkle. Del grupo de 66 clones de
Fragaria chiloensis, 14 genotipos fueron resistentes (21 por

ciento).

En cinco de las ocho localidades de California,
hubo plantas resistentes en porcentajes del 17.4 al 35.7.
Las de mayores porcentajes por orden decreciente fueron:
Scott’s Creek, Franklin Dune's Road, Montara, Pigeon Point y

Fry klin Dune’s.
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ABSTRACT

Response of Strawberry Plants to Two Methods of
Inoculation with Fusarium oxysporum f. sp. fragariae and

Identification Resgsistance Sources

BY
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
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Dr. Alfonso Lépez Benitez -Advisor-

Key words: Fragaria x ananassa, Fragaria chiloensis
inoculation methods and genetic resistance.

Ninety-seven strawberry genotypes were evaluated
for reaction to Fusarium oxysporum under greenhouse

conditions. The main objectives of fhis study were:



a) To estimate the amount of inoculum requiered to

induce a high level of disease.

b) To determine whether or not this pathogen

produces toxic substances to strawberry plants.

c) [dentification of resistant sources, in

strawberry clones.

The index of damage caused by Fusarium oxysporum on
strawberry plants increased proportionally to the increment
of Inoculum up to certain 1imit, however the greatest
increments of tﬁe disease were reached with +the smaller
increments of inoculum, where as the smallest increments of

the disease were obtalned with larger amounte of inoculum.

In order to induce the disease, the best percentaje
of inoculum to soil were 82 to 8 and 84 to 16 for strawberry

cultivare and 88 to 12 for Fragaria chiloenslis.

Inocculation in vitro toxle filltrate of Fusarium

oxysporum induced symptoms partlially on strawberry plants.

Out of the 31 strawberry cultivare evaluated in
pots only "SN", Sunrise, Brighton, Guardian and Sparkle were
resistant to Fusarium oxysporum and 14 out of 66 clones of

Fragaria chlloensls resistant .



There were found resistant plants in five out of
eigth locations explored in California. The percentage of
resistant plants found varied form 17.4 to 35.7. The order
of importance of the locations were Scotts Creek, Franklin

Dunes Road, Montara, Pigeon Point and Franklin Dunes.
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INTRODUCCION

La “"secadera" es el sindrome de una enfermedad que
ataca la raiz y corona de la {fresa cuyo principal agente
caugal es Fusarilum oxysporum f. sSp. fragariae. Esta
enfermedad es el mAs importante problema fitopatoldgico del
cultivo y la mayor limitante del rendimiento ‘en las =zonas
productoras de fresa de los estados de Michoacan y
Guanajuato. En ambas entidades se siembran aproximadamente
5@0@ ha de fresa que representan el 80 por ciento de Ila

superficie nacional de este cultivo.

La incidencia de Fusarium es mas alta en la regidn
de Irapuato que en la de Zamora, Mich. Sin embargo en ambas
zonas, el dafio causado por dicho patdgeno puede variar de
severidad segun el lugar muestreado. Esta enfermedad en
condiciones de alta incidencia puede provocar pérdidas hasta
del 50 por ciento de la produccién, ademas de disminuir 1la

calidad de la fruta.

Aunque la presencia de F. oxysporum f. sp. fragarilae
en fresa en México es relativamente reciente, ya que en 1975
se reportd a nivel de Fusarium sp., esta enfermedad ha
adquir1d§ importanclia rapidamente porque los dafios causados

se han incrementado affo con aflo debido a los factores

i



siguientes:
a). Uso de cultivares extranjeros susceptibles.

b). Practicas culturales inadecuadas entre las que
ge incluye el manejo deficiente de viveros

para la produccidén de "planta verde".

c). EI material vegetativo utilizado para
establecer los viveros generalmente viene

contaminado con Fusarium.

d). Control quimico inadecuado.

e). Falta o inadecuada rotacidén de cultivos.

Ante la carencia de cultivares de fresa con las
caracteristicas agronémicas deseables vy resistentes a
Fusarium se han encontradeo alternativas de control cultural
y quimico que reducen el dafio. Sin embargo, su princiéal
desventaja, sobre todo del control quimico, es que resultan

costosos.

Por las caracteristicas particulares del cultivo de
la fresa en México y para evitar la dependencia del
extranjero respecto a variedades me joradas, asi como por la

importancia socioeconémica de la fresa en el Bajio, se



Justifica 1la necesidad de generar en nuestro pai s,
cultivares resistentes a Fusarium con mayor potenclial de

rendimiento que las variedades importadas.

El éxito en un programa de mejoramiento genético
para resistencia a Fusarium dependerid de una seleccion
adecuada de las fuentes de resistencla. Fara tener un
criterio contiable y poder discriminar entre germoplasma
susceptible y resistente, debe tenerse una técnica de
inoculacién segura para inducir la enfermedad en situaciones
controladas. Debido a que se cuenta con la informacién
preliminar respecto al método de inoculacién mas adecuado el

presente trabajo tiene los objetivos siguientes:

a). Afinar el método de inoculacién al suelo, asli
como la dosis de indbculo que pérmita
clasificar el germoplasma en susceptible vy

regigstente.

b). Determinar si F. oxysporum f. 8p. rragariae

produce sustancias téxicas a la fresa.

c). Buscar fuentes de resistencia a Fusarium.



a).

b).

c).

HIPOTESIS

Hay un nivel critico de indculo de Fusarium,
con el cual se pueden diferenciar los

genotipos resistentes y susceptibles.

El dafio causado por Fusarium es debido a |la
colonizacién del hongo y a la secrecidén de la

toxina.

En el germoplasma a evaluar hay diferente

grado de resistencia a Fusarium.



REVISION DE LITERATURA

El Patdgeno

Fusarium oxysporum f. sSp. fragariae. Identificacidn Y
Clasificacidn

En Australia, Winks y Williams (1965) fueron |los
primeros en establecer la patogenicidad de F. oxysporum f.

sp. fragariae hacia la fresa. Ellos determinaron que dicho

hongo ataca a ese cultivo pero no a otros.

F. oxysporum f. sp. fragariae ésta clasificado.:como
hongo imperfecto dentro del orden de |los moniliales.
Fusarium oxysporum es la especie econdmicamente maAs
importante dentro del género Fusarium, por su amplia
distribucién mundial, por la diversidad de cultivos que
ataca y por la cantidad de formas eépecﬁales que comprende
(Booth, 1971). Las caracteristicas principales de Fusarium
oxysporum en medio PSA son: los cultivos presentan
coloracién rosa oscuro 5 violeta palido en medio de pH
6.5-7. Ei micelio es hialino y septado, hay ausencia de
reproducci®dn sexual, produce macroconidios, microconidios vy
clamidosporas. Los macroconidios tienen generalmente, de

tres a cinco septas, los microconidios son unicelulares o



bicelulares. Las clamidosporas son localizadas en el micelio

en forma intercalar o terminal (Booth, 1971 y Takeuchi et

al., 1985).

Sintomatologia causada por F. oxysporum f. sp. fragariae

La incidencia de Fusarium oxysporum f. sp.
fragariae en el campo puede presentarse atacando plantas que
estan distribuidas al azar o también infectando plantas que
estan localizadas dentro del mismo surco (Winks y Williams,
1965). Dicho patégeno puede invadir la rafiz y la corona de

la fresa (DAvalos ét al., 1985).

Los sintomas mAs caracteristicos de 1a enfermedad
ocurren en el verano y consisten en un marchitamiento de
todas las hojas, las cuales mueren rapid;mente, sin md;trar
sintomas de clorosis (Winks y Williams, 1965). En algunos
casos puede haber clorosis (Maas, 1984). Se ha observado que
las plantas infestadas por Fusarium se marchitan durante las
horas calurosas del dia y se recuperan por la tarde (Davalos

et al. 1885).

Durante los meses mas frios, las plantas infectadas
por Fusarium manifiestan sintomas menos obvios, sin
embargo, las plantas enfermas pueden reconocerse porgque
producen pocas hojas nuevas y ¢€stas muestran enrollamiento,

clorosis y poco crecimiento (Winks y Williams, 1865),



Las coronas de las plantas infectadas por Fusarium

tienen wuna coloracién café-rojiza, cuya extensiédn esta
relacionada directamente con el grado de dafio. Cuando 1la
planta muestra sintomas avanzados de marchitez, la base de

la corona est4d invadida por una pudriciédn seca que avanza de

abajo hacia arriba (Winks y Williams, 1965).

Las raices invadidas por Ffusarium son de color
negro. El grado de dafio depende del avance del patdgeno . En
estado primarios, la mayoria de las rafices secundarias estan
muertas, pero las rafices primarias aun son funcionales,
aunque tenga zonas dafiadas. En la fase final, tanto las

raices primarias como secundarias estan muertas (Davalos et

31., 1965)-

Ciclo de la Enfermedad

Fusarium oxysporum f. sp. fragariae es un patdgeno
exclusivo de la fresa, ya que en inoculaciones artificiales
no ha causado la enfermedad en cul}ivos como jifomate,
repollo, sandia, rabano; frijol, que también son atacados
por otras formas especiales de Fusarium oxysporum (Cho vy
Moon, 1984; Kodama, 1974; Winks y Williams, 1965 y Yoshino y

Hashimoto, 1978).

Fusarium oxysporum f. sp. fragariae sobrevive en el

suelo en ausencia del hospedero mediante las clamidosporas y



micelio (Yoshino y Hashimoto, 1978). PFrobablemente también
pueda sobrevivir parasitando otras especies de plantas
cultivadas y silvestres que sean asintomaticas a la invasiédn
del hongo. Esta forma de sobrevivencia ha sido demostrada en

el caso de F. oxysporum f. sp. llcopersici (Katan, 1971).

La mayor cantidad de indculo de Fusarium se
encuentra en los primeros 20 cm de profundidad, aunque se
llega a localizar hasta a 40 cm. La mayor concentracién de
inéculo esta en los primeros 5 cm (Kodama, 1974 y Yoshino y

Hashimoto, 1978).

Se ha determinado gque dicho patédgeno - puede
sobrevivir en ausencia del hospedero por lo menos 18 meses
en el suelo. La humedad de é&éste, aparentemente no es un
factor importante que influya en su longevidad (Yoshi%o y
Hashimoto, 1078). Ese hongo es introducido a suelos sanos
mediante plantas infectadas (Winke y Williams, 1965 vy
Yoshino y Hashimoto, 1878) también por suelo contaminado
(Yoshino y Hashimoto 1978) vy por algunas practicas

culturales (Winks y Williams, 1965).

Los regsul tados encontrados en algunas
investigaciones en Irapuato, Gto. indicaron que el inéculo
primario de Fusa}jum estid presente durante todo el ciclo de
cultivo, por lo tanto la iInfeccidn puede ocurrir en

cualquier ¢época del afio. En todo caso el desarrollo o no del



patdgeno esti limitado mas por las condiciones ambientales

(Castro y Davalos, 18984).

Epidemiologia

Fusarium oxysporum f. sp. fragariae requiere
temperaturas relativamente altas para su Sptimo desarrollo,
siendo esta la causa de que la mayor incidenclia de la
enfermedad se presente en la temporada de verano en
Australia (Winks y Williams, 1965) y Japén (Yoshino vy
Hashimoto, 1978) y en el periodo de primavera en Irapuato,
Gto. (Castro y DaAvalos, 1984). En investigaciones efectuadas

en condiciones de laboratorio se encontré que el crecimiento

o

del micelio de Fusarium fue &ptimo a 28 C y minimo a
temperaturas entre 5-12° C o arriba de 36° c. Asimismo, la
temperatura del suelo mas propicia para la incidencia de

Fusarium en la fresa, fue de 26 a 300C (Yoshino y Hashimoto,

1978).

El factor anteriormente mencionado es la causa de
gue aunque en el suelo pueda existir indculo de Fusarium vy
por lo tanto presentarse la infecciédn primaria en cualquier
&poca del ao, el desarrollo de Fusarium dependerad de la
temperatura. Esta es la razén por la ‘que en invierno los

2{ntomas de dicha enfermedad no se observan claramente

(Winks y Williams, 1965).
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El contenido de humedad en el suelo, cuando es
superior al 22 por ciento, incrementa severamente el dafio
ocaslionado por Fusarium. Fero 81 diecho porcentaje &5
inferior al 12.1 por ciento no hay brotes de 1a enfermedad

(Yoshino y Hashimoto, 1978),

La diseminacidn de la enfermedad es propiciada por
el uso de variedades susceptibles (Yoshino y Hashimoto,
1978 y Kim et al., 1982) por utilizar planta madre infectsads

(Yoshino y Hashimoto, 1578) y también por wutilizar suelos

contaminados con Fusarium para laos viveros vy huertas
comercialea (Davalos et ali., 1885). Sin embargo, la
digseminacién es mas eficiente cuando se usan suelos

infestados, 9que cuando se usa material de propagacién

infectado (Yoshino y Hashimoto, 1978).

Otra'condicién del hospedero que puede influir en la
incldencia de Fusarium, es el desbalance nutricional. En 1la
fresa esto ocurre después de un periodo de alta producciédn,
que a la vez coincide con las altas temperaturas propicias
para el desarrollo del patdgeno. Estas circunstancias
parecen aumentar la severidad del dafio (Castro vy Dévalqs,
1984). Se encontrd que la edad de la planta wutilizada para

el transplante no es un factor importante en el desarrollo

de la enfermedad (Yoshino y Hashimoto, 1978).
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El sustrato donde se siembra la fresa puede influir
en el desarrollo de Fusarium. A este respecto se observé en
Japén que las plantas cultivadas en suelos originados de
cenizas volcidnicas presentaron menos dafio por Fusarium. En
cambio en suelos arenosos, limo arenosos o limo arcillosos
de origen aluvial, se incrementd notablemente el dafio de ese

hongo (Yoshino y Hashimoto, 1878).

La nutricién de la fresa puede afectar también el
desarrollo de Fusarium de acuerdo con Yoshino y Hashimoto
(1878), altos niveles de potasio en el suelo o Dbajas
cantidades de nitrégeno pueden reducir la incidencia de

dicha enfermedad.

Fusarium oxysporun f. sp. fragariae. Su Distribuciédn en el

Mundo

Entre las enfermedades de raiz y corona que atacan a
la fresa a nivel mundial, Fusarium es una enfermedad
relativamente nueva y menos importante que Verticillium vy

FPhytophthora (Maas, 1984).

La importancia econdémica de . Fusarium oxysporum
f. sp. fragariae fue debidamente documentada por primera vez
por Winks y Williams (1965). Estas investigadoras
encontraron dicho hongo en la regién de Brisbane, Australia,
en 1862, causando serias pérdidas en las variedades

Phenomenal y Majestic. Posteriormente el mismo patdgeno se




localizé en Japédn en las prefecturas de Nara en 1966
(Kodama, 1974) y Saitama en 1870 (Yoshino y Hashimoto,
1978). En Corea (Kim et al., 1982 y Cho y Moon, 1884). En
México lo encontraron Castro y Davalos (1984). En nuestro
pais se informé de la incidencia de Fusarfum en lag zonas
fregeras de Zamora, Mich. e Irapuato, Gto. en 1975 y 1977
respectivamente, pero no se identificdé la especie (Martinez

A. y Del Rio, 1975 y Flores, 1977).

El Hospedero

Morfologia y Fisiologia del Sistema Radical de 1la Fresa

Las rajfces de la fresa pueden crecer en diversas
texturas de suelo. El sistema radical esta formado por
raices primarias y secundarias. Las primeras son produéidas
en una sucesién acrépeta en los nudos que se forman en la
corona y &stas rafces son de naturaleza fibrosa. En plantas
adultas se encuentran un promedio de 20 a 35 rafces
primarias. Sin embargo en ocasiones pueden ser hasta 100
(Dana, 1981 y Darrow, 1966). Las raices primarias en ciertas
circunstancias alcanzan profundidades de 2-3 m en suelos de
textura grueea (Wilhelm y Nelson 1984), aunque por lo
general mas del 50 por ciento de ellas estan confinadas a
los primeros 3@ cm de profundidad (Dana, 1981). Estas tienen
una duracidén aproximada de uno a dos afios (Darrow, 1966).

Las rajces primarias adem&s de servir para conducir el agua,

12
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nutrientes y dar proteccién, funcionan como organos para
almacenar carbohidratos en el invierno (Nelson y Wilhelnm,

1957; Wilhelm, 1984).

Lag rafces secundarias se originan directamente en
lag primarias y son producidas abundantemente; de la
cantidad y sanidad de estas, depende, en gran medida la
productividad de 1la planta (Wilhelm, 1984). Las rajices
secundarias tienen un periodo de vida corto, aproximadamente
de dos semanas, muriendo naturalmente, después de ese lapso
y siendo reemplazadas r&pidamente por nuevas raicillas
originadas en el mismo sitio que las senescentes (Nelson y

Wilhelm, 1957 y Wilhelm, 1984).

El sistema radical de la frega presenta diferenclas
tanto entre las diversas especies existentes como entre: las
variedades. A ello se debe en gran medida, la alta
adaptacidn de la fresa, (Darrow, 1966). Asi tenemos que en
la especie F. chiloensis, las raices primarias pueden durar
mas de dos afios y en contraste con F. virginiana, s&lo uno o
doz afBos. Esta duracidn es la observada en las variedades

comerciales (Fragaria x ananassa) (Darrow, 1866).

Dentro de ciertos limites el sistema radical de la
fresa puede ser modificado o influido tanto por practicas de
cultivo (densidad, sistema de plantacién) y nutricién,

(Darrow, 1966). Por otra parte se ha observado que el mayor
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desarrollo de las raices ocurre durante el periodo de
inactividad vegetativa y reproductiva r(otoﬁo e invierno)
para las variedades de dia corto. Sin embargo, en variedades
de difa neutro, las cuales si presentan actividad en aquel
peri odo, no hay acumulacién de carbohidratos en las rafces Yy
ello repercute ;n falta de vigor y ©poco desarrollo del

sistema radical. Consecuentemente dichas variedades son mas

facilmente dafadas por los patdgenos (Wilhelm, 1984).

Cualquier condicién que afecte el crecimiento de las
raices como: suelos pesados, exceso de humedad , poca
cantidad de oxigeno en el suelo, temperaturas muy bajas en
el suelo en invierno, asi como la presencia de altas
temperaturas en primavera, ademas de provocar estrés a las
plantas, propician las condiciones favorables para el ataque

de patégenos (Nelson y Wilhelm, 1957 y Wilhelm, 1884).

Las rajices de la fresa en su rizédsfera permiten el
crecimiento de numerosas bacterias y hongos, de los cuales
muchos pueden ser patogénicos bajo ciertas circunstancias
pero otros, como las micorrizas, no son per judiciales y al
contrario ayudan a mejorar ia absorciédn de nutrientes

(Darrow, 1966 y Wilhelm y Nelson, 1981)
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Morfologia de la Corona de la Fresa

Se le llama corona al érgano de la fresa, que
botadnicamente es un tallo, de tamafio muy corto generalmente
(2-3 em); aunque en la especie F. chiloensis se han
encontrado clones en las costas de California cuyas coronas

miden 6@ cm. (Darrow, 1966).

La corona estid compuesta de tejido lefioso y
vascular. La parte central (médula) estad constituida por
células alargadas, las cuales son muy sensibles al dafio

provocado por bajas temperaturas en el otofio e invierno

(Darrow, 1966).

La corona puede ser invadida por hongos patdgenos,
mismos que ocasionan un patrén caracteristico de dafio yé que
pueden atacar la zona cortical, vascular o medular y
provocar cambios en la coloracién interna de dicho o&rgano.
Sin embargo, la corona cuando est4d sana, al ser cortada
longitudinalhente debe mostrar un color blanco tipico

(Wilhelm, 1984).

Fuentes de Resistencia a Fusarium oxysporun f. sp. fragariae

Una alternativa para el control de Fusarium en fresa
es Jla resistencia genética de los cultivares. A este

respecto en Japdén y Corea se han identificado fuentes de

4 18048 %oy
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resistencia en cultivares comerciales originarios de
Alemania, Japén y Corea (Cho y Moon, 1984; Honda et al.,
1981; Kim et al., 1982; Kodama, 1974 y Yoshino y Hashimoto,
1978). En la mayoria de estos casos la resistencia fue

introducida de manera fortuita mas que deliberadamente.

Los cultivares Fukuba, Fogyoku, Yachliyo, Senga
Sengana, Senga Gigana, America (Marshall), Shikinari vy
Terunoka fueron resistentes a Fusarium en Japédn (Honda et
al., 1981; Kodama, 1874 y Yoshino y Hashimoto, 1978). En
Corea también presentaron resistencia a Fusarium Yachiyo,
Senga Sengana, Senga Gigana, ademas de Daehak 1, linea 10-2,

Kurume 36 e Himiko (Cho y Moon, 1984 y Kim et al/., 1982).

En las evaluaciones para resistencia a Fusarium se
ha visto que el ambiente puede influir en la resistencia )
suaceptibilidad de algunos clones. Como un ejemplo de ello
los cultivares Donner, Harunoka y Berry Star, dan una
reaccidn | moderadamente resistente a susceptibles,
dependiendo de las condiciones ambientales (Kodama, 1974

y Yoshino y Hashimoto, 1978).

Mecanismozs de Resgistencia a Fusarium sp.

E1l modo en que lags plantas se defienden de 1las
patégenos depende de mecanismos de resistencia presentes

antes de la invasién (preexistentes) o formados como
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regspuesta al ataque (postexistentes). En ambos tipos de
respuesta la planta produce barreras fisicas y quimicas cuya
funcidén es inhibir, impedir, limitar y aun causar la muerte

del patédgeno (Agrios, 1988).

Se han propuesto varias explicaciones en torno a la
resistencia presentada por diversos hospederos a las
enfermedades causadas por Fusarium (Agrios, 1988 y Beckman,

1968) algunas de ellas son:

a). Escaso crecimiento del parisito por falta de
algdin nutriente en el hospedero o una

inhibicidén provocada directamente por este.

b). Insensitividad a 1la toxina del hongo por

inactivacién de esta por el hospedero.

c). Restricciédn fisica del patdgeno.

La restriccién fisica del patdgeno como forma de
resistencia involucra la produccidn de barreras mediante
cualquiera de las siguientes respuestas: formacidn de
depésitos gomosos Y tilosas (Beckman, 1968). Este
investigador encontrd que la resistencia en brdcoli, algodédn
y tomate a Fusarium spp. se debid a la _restriccién fisica
del hongo e igualmente identificd el mismo mecanismo de

resistencia en tomate.



Métodos para Inducir la Enfermedad

Las técnicas de inoculacién de Fusarium sp. para
inducir la enfermedad en varios hospederos han consistido
bidsicamente en cultivar las plantas en suelos infestados con
el patédgeno (inoculacién natural), o provocar la enfermedad

inoculando artificialmente.

Esta ultima técnica es la mAs empleada actualmente
porque permite tener wuna mejor uniformidad en la cantidad
de indculo aplicada y se reducen los riesgos de escape

(Russell, 1978).

La inoculacidén artificial de Fusarium sp. difiere
tanto por el sitio en la planta a inocular (raiz, peciolo,

tallo, meristemo) como por la forma en que se aplique el

indculo (infestando el suelo, inmersién temporal antes de
plantar, inmersién permanente, aspersién) y hasta por la
aplicacién de sus metabolitas (toxinas). La combinacidén
entre el sitio inoculado y como se aplicd el patdgeno, es
conocido como método de inoculacién. Los siguientes son los

métodos principalmente utilizados.

Inoculacién al Suelo

En algunas especies de plantas este método de

inoculacién ha sido el mas efectivo para inducir lasg

18
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enrermedades por Fusarlum sp. (Awuah et a/., 1986: Hart vy

Endo, 1978, 1981 e Hida y Ashizawa, 1985)

En referencia a 1o anterior Hart y Endo (1981)
realizaron la inoculacién al suelo, aplicando directamente
una suspensiédn de macroconidies y microconidios de F.
oxysporum f. sp. apii en proporcién de una caja Fetri a 2 kg
de suelo. Posteriormente se sembrd el apio. Este mé&todo de
inoculacién propicié un 99 por clento de plantas enfermas vy
eintomas severos a la vez. En Dbase a ello dichos
investigadores concluyeron que ese m&étodo fue superior al
método de inmersidn en suspensidén de esporas. A similares
resultados con la infestacién en el suelo con solucién de
esporas han llegado Hida y Ashizawa (1985) al inocular F.

i

oxysporum t. sp. conglutinance en rabano.

Otra manera de inocular el suelo con esporas de
Fusarium sp. es mezclar éste con un sustrato previamente
utilizado para la multiplicacién del hongo. (Awuah et al.,

1986; Scott y Futrell, 1970 y Stephens et &al., 1889),.

Investigadores como Awuah et al. (1986) y Stephens
et al. (1989) utilizaron este método de inoculacisdn

exitosamente para buscar fuentes de resistencia =a F.

oxysporum f. SP- apti y F. oxysporum f. sp. asparagi en apio



Yy esparrago respectivamente. La metodologia usada por Awuah

et al. (1986) fue la siguiente:

2). Se inocularon con una suspensidn de micelio vy
conidios, 30 g de semilla de avena triturada
mas 4@ ml de papa Yy dextrosa al 1.2 wpor

ciento.

b). Después de siete dias de crecimiento del
patdgeno en el medio anterior. Este se mezclo
con 25@ g de suelo esterilizado y se colocd en

una caja de plastico de 20x13x10 cm. Se deid

20

una semana en .incubacién y el suelo se removiod

continuamente.

c). Finalmente, en este suelo asi inoculado; se

sembraron 12 plantas de apio por caja.

lnoculacisén con Suspensién de Esporas

El método de inoculacién sumergiendo las raices de

la planta hospedera en una solucién de esporas, ha sido
empleado con £xito para inducir la enfermedad provocada por

diversas formas especiales de F. oxysporum. (Hida y

Ashizawa, 1985 y Winks y Williams, 1865).



Dicho método es usado comunmente en especies como
chicharo, jitomate y rabano. La 1inoculacién se efectua
exponiendo las ralices temporalmente en una suspensién de
macroconidios de Fusarium sp. (Hért y Endo, 1981 e Hida vy
Ashizawa, 1985). En la fresa Winks y Williams (1965) usaron

este método para comprobar la patogenicidad de Fusarium.

Con esta técnica, especialmente importantes en Ila
severidad de la enfermedad son la concentracién de esporas Yy
duracién de la exposicidén (Hida y Ashizawa, 1985). Sin
embargo, en apio Hart y Endo (1978, 1881) establegieron que
el mencionado método did resultados parcialmente
satisfactorios, puesto que del 25 al 50 por ciento de las
plantas inoculadas escaparon a la infeccidén y las plantas
infectadas desarrollaron sintomas pPoco severos de la

enfermedad.

Otros investigadores en cambio, modificaron el
metodo, usando un medio liquido que contiene 1la suspensién
de esporas y en el cual se siembra el hospedero (Nene vy

Haware, 1980 y Roberts y Kraft, 1971).

Esta inoculacidn permanente supera las desventajas
de la inoculacién temporal. En relacidén a ello, Roberts y
Kraf (1971) informaron que al usar dicho metodo, inocularon
exitosamente a F. oxysporum f. sp pisi raza 5, obteniendo

resultados similares que con la inoculacion al suelo, pero

21
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con la ventaja de que el primer m&étodo requiere menos tiempo

(10 dias) y poco espacio para la evaluacidn.

En la india Nene y Haware (1980) confirmaron la
bondad del método anterior, al inocular F. oxysporum f. sp.
ciceri en garbanzo y obtener resultados semejantes a la

inoculacidén al suelo en invernadero y en campo.

lnoculacién con Filtrado Téxico

Algunas especlies de Fusarium entre ellios F.
oxysporum producen substancias llamadas toxinas, mismas que
contribuyen a causar parcial o totalmente el sindrome de 1la

enfermedad en el hospedero. (Agrios, 1988 y Gaumann, 1957).

:

Las toxinas son compuestos bioquimicos,
extremadamente venenosos, gque aun a concentraciones muy
bajas son capaces de dafiar a la planta (Agrios, 1888). Su

modo de accidédn no estid aun completamente comprendido. Se
cree que es mediante cualquiera de las siguientes vias

(Agrios, 1988 y Williams, 1979):

a). Afectando la permeabilidad de 1a membrana

celular.
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b). Inactivando o inhibiendo a las enzimas Yy
perturbando por 1o tanto las reacciones

enzimaticas.

¢). Actuando como antimetabolite y propiciando la

carencia de algan factor esencial.

Segdan Gaumann (1957) F. oxysporum f. sp.
licopersici asi como otras especies de Fusarium producen
mAs de una toxina, siendo el &4cido fusArico uno de los mas
importantes (compuesto aislado por Yabuta et al.) (Gaumann,

1857).

Las toxinas son producidas en corto tiempo, por
Fusarium, como lo revelan los estudios hechos por Gaumann
(1957) quien detectd la licomarasmina =a concentraciones de
10 mg/)1 después del séptimo dia de sembrado el F. oxysporum
f. sp. licopersici y la concentracién aumentd de 200 a 300

mg/1 después de 44 dias.

Informacién presentada por diversos autores sugieren
que las toxinas producidas por la mayoria de las especies
del género Fusarium son de naturaleza no especifica.

(Agrios, 1988 y Gaumann, 1957).

La inoculacién de lag toxinas de Fusarium sp. son

una té&écnica de reciente aplicacidén, en la investigacién para
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buscar resistencia genética. En este sentido Scott vy Futqell

(1970) observaron que cultivando plantulas de maiz en un

medio conteniendo el filtrado téxico de F. moniliforme,
ocasion® los mismos sintomas de la enfermedad, que cuaﬁdo se
inoculé con el honge. A las mismas conclusiones llegaron
Escobedo y Olivares (1987) cuando inocularon la toxina de F.

moniliforme in vitro a embriones de maiz.

Por otro lado Scott y Futrell (1870) postularon que
la toxina de F. moniliforme es soluble en agua Yy’

termoestable.




MATERIALES Y METODOGS

El presente trabajo de investigacién constd de tres

fases, que son las siguientes:

1. Determinacién de dosis éptimas de indculo de
Fusarium, que permitan separar diferentes

niveles de resistencia.

2. Inoculacién con filtrado téxico in vitro.

3. Busqueda de fuentes de resistencia a Fusarium.

1

Determinacién de la Dosis de Fusarium

Cultivares y Clones

Para esta primera etapa del trabajo se wusaron en
total siete cultivares de fresa introducidos de California,
mismos que previamente fueron seleccionados por haber
mostrado diferente grado de susceptibilidad a Fusarium, en
condiciones de campo. también se trabajé con 66 clones de F.

chiloensis. Los cuales también procedieron de la costa de
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California. En el Cuadro A.1. ge indica el origen de los

cultivares. En la Figura B.1. esta la situacién geografica
de las localidades donde se obtuvieron los clones de F.

chiloenslis.

Aislamiento y Purificaciédn de Fusarium

Las plantas de fresa con sintomas de Fusarium se
colectaron en Irapuato, Gto., durante febrero de 1888. Se
geleccionaron partes del tejido infectado de la corona, que
se desinfectaron con hipoclorito de calcio al 1 por ciento
durante 3 min. Enseguida se lavaron c¢on agua destilada
egtéril y se sembraron en medio de cultivo PDA, al que se le
agregd estreptomicina a dosis de 100 ppm. Las cajas Petri se
colocaron en iluminacién artificlial con fotoperfiodo de 12 h
y a temberatura ambiente de aproximadamente 25°¢C. Despdés de
cinco dias de la siembra, se escogié una caja que presentd
crecimiento caracteristico de Fusarium y se procedis a
trasferirio a PDA, mediante la técnica del rallado

~

superficial para hacer su. purificacién.

Produccién del Inéculo

Una vez purificado Fusarium, este se sometid a una
primera incrementacidn masiva, en el medio de cultivo y con
la técnica descrita anteriormente. Se dejd crecer el hongo
por aproximadamente 15 dias, hasta que se cubris la cala

Petri.
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Después de la primera incrementacién del Fusarium,
el contenido de cada caja se licud por 20 seg en 200 cc de
agia destilada estéril y se distribuyé en bolsas de
polietileno que contuvieron 600 g de sustrato. As{ se
realizé la segunda incrementacién del hongo. El sustrato se
form® con una mezcla de maiz molido mas harinolina en la
proporcién por peso de 3:1. Antes de la inoculacién del
sustrato este se mezcld uniformemente, colocando en costales

de tela 450 gramos de maiz y 150 g de harinolina. En esos

recipientes se llevaron a la autoclave, donde se
- o . -

esterilizaron a 120C por 20 min. Posteriormente los

costales esterilizados con el sustrato se colocaron en

una camara de flujo laminar y cada uno de ellos se vaci® en
bolsas de polietileno transparente, las gque se cerraron
hermeticamente. Después de enfriado ql sustrato,‘ se aplicod
el Fusarium. Las bolsas se colocaron bajo fOtop;riodo
natural y a la ~temperatura ambiente del laboratorio
(24-26°C) donde pefmanecieron de 2 a 4 meses, para permitir
gque el hongo colonizara 1 sustrato. Transcurrido ese

tiempo, aquel se utilizé para los diversos ensayos en que se

inoculd al suelo.
Inoculacidén

Antes de proceder a la aplicacién del inéculo, la
cantidad requerida de ese para un determinado experimento,

fue vaciado en una bolsa grande Yy mezclado cuidadosamente
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para homogeneizar el hongo. Después el indculo se distribuyd
alrededor del cepellén de las plantas o en su caso de las
raices desnudas, para asegurar que el Fusarium entrara en
contacto con el hospedero. Las plantas de‘los cultivares se
sembraron en tierra de hojarasca y los clones de F.
chiloensis en arena. En ambos casos ese suelo se esterilizé

previamente con bromuro de metilo al 98 por ciento.

Descripcién de Tratamientos y Procedimiento Experimental

Para analizar la respuesta a las dosis de Fusarium,
fue necesario sembrar cinco experimentos. En el ensayo uno,
se tuvo un arreglo factorial de tratamientos, donde el
factor A correspondid a seis cultivares. El factor B se
adjudicé a @0, 100 y 200 g de indculo de Fusarium por Waceta
ée 90@ cc. Antes de ser inoculada la planta, se sembré en

macetas de 300 cc 'y se dejé enraizar cuatro meses.

En el ensayo dos, también se tuvo un arreglo
factorial. El factor A fueron los cultivares Chandler vy
Fresno, el factor B se asignd al tamaffio de la maceta: 900,
600 y 300 cc de capacidad, Yy el factor C fueron las dosis de
indculo de 0, 50, 100 y 150 g por maceta de 900 cc: Q, 33,
66 y 99 g por maceta de 600 cc; ¥y o, 17, 34 y 51 g de
indculo por maceta de 300 cc. Para los tres tamafios, la
dosis en gramos fue equivalente a la proporcién por volumen

de suelo a indculo 100 a @, 92 a 8, 84 a 16 ¥y 7S a 25 por
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ciento regpectivamente. Las plantas utilizadas fueron de un

vivero de Arteagsa, Coah;, y se lnocularon al momento de la
siembra.

En los experimentos tres, cuatro y cinco, se
evaluaron las dosis de 17, 34 y 51 g de indculo

respectivamente. En estos ensayos se usé un mismo tamafio de
maceta, gque fue de 600 cc, en ellos se sembraron 66 clones
de F. chiloensis, las plantulas se sembraron un mes antes de
inocularlas, en. vasos de 300 cc para que enralzaran.

Posteriormente en agosto de 1989, se les aplicé el Fusarium.

En todos esos experimentos, se empled disefio
completamente al azar con dos repeticiones. La parcela
experimental en los ensayos uno ¥y dos fue de cuatro plantas.

En los demas fueron dos plantas.

Variables Consideradas

El ensayo uno permanecidé en observacién cuatro
meses, hasta esa fecha se hizo la lectura de las siguientes

variables.

a). Por ciento de dafio de rafces.

b). Por ciento de dafio en corona.

c). Promedio de plantas muertas.
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En los experimentos dos a cinco se hizo una
estimacién del dafio de Fusarium, mediante los sintomas
observados en la parte aérea. El ensayo dos, durd 75 dias vy
se hicieron tres lecturas. En los experimentos tres a cinco
la evaluacidn durd dos meses y se tomaron cuatro lecturas a
intervalos quincenales. El siguiente fue el indice usado, el
cual se adapté de Bringhurst et al/. (1966) y Kim et al;

(1982).

Valor Descripcidén
/] Planta aparentemente sana
1 Las plantas muestran una ligera

reduccidédn del crecimiento, pero no
hay marchitez. Puede haber o no

amarillamiento del follaje.

2 Las plantas muestran un notorio
achaparramiento. No hay marchitez.

Puede haber o no amarillamiento.

3 Las plantas presentan marchitez. La
corona aparentemente sigue
produciendo hojas nuevas.
Probabilidad de que la planta

sobreviva.



4, Las plantas presentan marchitez |
general. La corona aparentemente ya
no produce hojas nuevas.
Probabilidad de que la planta

muera.

S. Planta muerta.

Los valores descritos arriba se asignaron a los

sintomas observados y la suma del total de las lecturas,
fue el llamado f{ndice de enfermedad. De esta mane;a se buscéd
detectar la rapidez con la cual se manifestaron los sintomas
y la intensidad de &stos. Asi tenemos que si una planta se
secd a la primera lectura, su indice de enfermedad seria:
5x3 (lecturas) = 15. Este seria el maximo indice con tres

lecturas. El minimo serian 2x3 = 0.

Analisis Estadistico

— e e e ———

En el experimento uno, los datos del porcentaje de
dafio en rafiz y corona se sometieron a la prueba de Bartlet.
Solamente para la.primera variable se detecté heterogeneidad
de varianzas, por lo que los datos originales se
transformaron con el arco seno. Sin embargo, para el ajuste

de la curva del por ciento de dafio en rafz, se usaron los

datos originales.
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En los experimentos 1 y 2, los parametros
mencionados se sometieron al analisis de varianza. Donde
éste result®d significativo, se hizo 1la prueba de rango
multiple de Duncan, si el factor fue cualitativo y para el
factor cuantitativo se hizo un anadlisis de tendencia a
través de la técnica de polinomios ortogonales. De acuerdo
con esa metodoliogia presentada por Snedecor y Cochran (1984)
y Steele y Torrie (18986) se determind el grado del polinomio
y con ello se obtuvo la ecuacidén de prediccion en base a

eso se ajustd la curva de las observaciones originales.
Para las variables de los experimentos 3 a 5 solo se

obtuvo la media del indice de enfermedad. Dados los

objetivos del trabajo, no fue necesario realizar el anAlisis

de varianza.

Inoculacidén con Filtrado Téxico in vitro

Cultivar

Para este experimento se usé el cultivar Tioga el

cual ha mostrado bastante susceptibilidad a Fusarium en la

zona de Irapuato, Gto. (DAvalos et al. 1985). Esa

susceptibilidad se ha confirmado con inoculaciones del

patégeho en invernadero (Castro y Davalos, 1984).
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Los estolones de Tioga, se produjeron en el
invernadero, al momento de wutilizarlos se escogieron
plantulas de aproximadamente un mes de edad. Se buscd que

tuvieran un mismo grosor de corona y ausencia de rafces.

Produccién del Filtrado Téxico

Para la obtencién del filtrado t&xico de Fusarium
oxysporum f. SP. fragariae, se sembrd un cultivo de ese en
el medio liquido papa-dextrosa-sacarosa (PDS); el siguiente

fue el procedimiento para producir 3 litros:

a). 200 g de papas cortadas en trozos pequefios - se
pusieron a hervir en 1 1 de agua destilada,

durante 30 min. El agua perdida A por

evaporacién posteriormente se restituys.’

b). El extracto asi obtenido se filtréd en una

manta limpia.

¢). La infusidn filtrada se vacié a un matraz de
4 1, se agregaron 2 1 de agua destilada y se

afjadieron 20 g de dextrosa y 30 g de sacarosa.

4). El medio se esterilizé en autoclave a 120°C

por 20 min.



e). Después de esterilizado el medio y cuando
estuvo a la temperatura ambiente, se inoculd
la mitad de wuna caja Petri conteniendo

Fusarium.

£f). El matraz se cubrié con papel estraza, para
mantener el medio en la oscuridad. Se colocd
en un agitador magnético y ahi permanecid tres

semanas.

g). Cumplido el periodo anterior el medio se
filtrd a través de una franela y después se
esterilizé a 120°C por 20 min. El producto asi

obtenido se le llamé filtrado téxico.

lnoculacién con el Filtrado Téxico

Las plantulas se sembraron en frascos. de vidrio
esterilizados, con 100 cc de capacidad. Se considerdé como
100 por ciento de toxina al filtrado t&xico obtenido, de
aqui se realizaron las diluciones respectivas para los
tratamientos evaluados. Se usé agua destilada estéril para
las diluciones; también para reponer el agua perdida durante
el tiempo que las planﬁas pgrmanecieron en los frascos. La

inoculacién se efectué en condiciones de asepsia.

< 181141
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Descripcidn de Tratamientos y Procedimiento Experimental

En el ensayo (nGmero sels) se evaluaron c¢inco
niveles de concentracién, éstos fueron: 0, 20, 40, 60 y 80
por ciento de filtrado téxico. Asi para preparar la dosgis
del 2@ por ciento, se mezclaron 20 cc del filtrado téxico
con 80 cc de agua destilada estéril.. Las demas dosis se
prepararon de manera seme jante. Se utilizé disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones y una planta
por repeticién. Las plantas se colocaron a temperatura e

iluminacién ambiente.
Variable Considerada
Después de tres semanas de la inoculacién, se . hizo

una lectura del (indice de enfermedad, en base al

procedimiento descrito anteriormente.

nalisis Estadistico

Los datos del indice de enfermedad se sometieron al
anilisis de varianza. La comparacién de medias se efectud a

través de la prueba de rango maltiple de Duncan al 0.05 por

ciento.



Busqueda de Fuentes de Resistencia a Fusarium

Cultivares y Clones

Para estos ensayos se utilizaron 29 cultivares de
fresa de Estados Unidos y dos de Canada. Los cultivares de
Estados Unidos abarcaron una muestra de los usados en
diferentes regiones de ese pais. En especial se incluyeron
algunas de las variedades de California que son culfivadas
en escalas comerciales en México. En el Cuadro A.l1. aparece
la lista de cultivares, su origen y afio de introduccidn

comercial (Bringhurst ¥y Voth, 1958, 1861, 1979, 1980; Brooks

y Olmo, 1972, 1083, 1984; Craig et al., 1982; Darrow, 1966 y

Draper et al., 1981).

H

Loz 66 clones de F. chiloensis se colectaron en

siete localidades ubicadas entre Santa Cruz y San Francisco,

en la costa de california, USA. Son clones silvestres, las

plantas son bianuales, generalmente didicas y su nivel

cromosémico 8n es fgual al de las variedades comerciales.

Por su alta variabilidad genética y porque en ellas exlisten

genes que confieren resistencia a muchas enfermedades

importantes, esas poblaciones han sido estudiadas por

numerosos investigadores (Bringhurst et al., 1966, 1977;

Bringhurat y Voth, 1984; Darrow, 1966; Scott et al., 1984 vy

Wilhelm y Sagen. 1974).
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Inoculacion y Procedimiento Experimental

Los cultivares de fresa se inocularon con 67 g del
sustrato conteniendo Fusarium; la produccién del indculo vy

el método de inoculacién ya fueron descritos anteriormente.

1
\

En el ensayo siete‘se evaluaron 17 cultivares. La
planta se sembré 6@ dias antes de la inoculacién en macetas
de 300 cc. Al inocularla se transplantd a macetas de 600 cc.
En el ensayo ocho se semBraron 16 cultivares. Se utilizé
planta de fresa refrigerada. Se sembré también en macetas de

600 cc donde se inocularon con 51 g del sustrato.

En los tres ensayos mencionados se usaron
4

diseffios completamente al azar y dos repeticiones. La parcela

experimental constd de cuatro, cinco y dos plantas paré los

experimentos 7, 8 ¥ 5 respectivamente.

Variables Consideradas

Esos experimentos permanecieron en observacién

durante dos meses. En ellos se <consideré el 4indice de

enfermedad, del gue se tomaron tres lecturas para los

ensayos siete ¥y ocho; y cuatro lecturas para el experimento

5. Las lecturas S€ hicieron cada 15 a 20 dias. El indice de

enfermedad fue descrito anteriormente.



Andlisis Estadistico

En los tres ensayos el 4indice de enfermedad se
someti® al analisis de varianza. Las medias de los
experimentos 7 ¥y 8 se compararon con la prueba de Duncan. En
el caso del ensayo cinco la comparacién de algunas medias o
de grupos escogidos de medias se efectud a tfavés de
contrastes. La descripcién de la metodologia fue dada por

Steel y Torrie (1986).
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RESULTADOS

Respuecsta a las Dosis de Fusarium

Experimento I

Loz resultados del ANVA presentados en el Cuadro 1
mostraron que la variable indice de raices dafiadag fue
altamente significativa entre tratamientos. la causa
fundamental de esas diferencias fueron atribuidas .a las
dosis de inéculo de F. oxysporum. No se encontrd ‘efecto

estadistico significativo de la interaccion variedad por

dosis.

Los cultivares de fresa reaccionaron de manera

similar a las dosis de F. oxysporum evaluadas. De acuerda

Figura 1 , el mayor incremento

con lo observado en la -

proporcional de raices dafiadas de todas 1la varledades,

ocurri® con la dosis de 100 g. €Con esta cantidad el

porcentaje de ralices daffadas por F. oxysporum fue

aproximadamente del 90 por ciento. Con la dosis de 200 g el

dafo en lag raices fue aproximadamente del 100 por ciento.
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CULTIVARES
A Tioga

e Pajaro

v Douglas

® Brighton
A Solana

o Cchandler
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Respuesta del sistema-radical de seis cultivares
de fresa,-.a_la.inoculac1on_al suelo, con diferen

tes dosis de sustrato conteniendo F. oxysporum
W k- Tir]

£. sp. fragaaiae.
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Con la respuesta media de los gels cultivares a las
dosis de inéculo, se hizo el andlisis estadistico a traves
de polinomioé ortogonales. Como se podrd ver segdn los
resul tados del Cuadro 2 y Figura 2 hubo una respuesta
cuadratica a la inoculacién con F. oxysporum. La ecuacidén de
prediccidn obtenida, misma que sirvié para la estimacidn del

porcentaje de ralces daffadas fue la siguiente:

10.291278 + 1.1915624 Xi - 0.0037572918 Xiz

para @ < X, < 200

El por cliento de dafio en la corona de la planta,
seguan el analisis de varianza, detectd diferencias
eatadisticamente gignificativas para tratamientos, dosis vy

la interaccidn tratamientos x dosis (Cuadro 1).

Una analisis mas detallado de la interacciédn
anteriormente mencionada es presentada a través del Cuadro
3. Aqui se puede notar que todas las fuentes de wvariacidn

fueron significativas, excepto varledades dentro de las

dosis de 100 g de inéculo.

Todos los cultivares excepto "PAjaro" aumentaron el
por ciento de dafio en la corona a medida que se Iincrementd
la dosis de inoculo. Con 200 g el dafio a corona fue casi

completo. (Filguras 3, 4, 5, 6, 7y 8.
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Cuadro 2. Cuadrados medios

43

obtenidos a través de

polinomios ortogonales para el porcentaje de

rai ces dafadas.

Dosis de indculo
@ 100 200

Efecto 123.5 1102.5 1179.75 Zcmjyij

arZcm’j SC Efecto

Lineal -1 0 1
Cuadra-
tico 1 -2 1

1056.25

-901.75

B6x2x2=24 46486.003*%

Bx2x6=72 112983.793%%

Cuadro 3. Analisis ‘de la interaccidn cultivar por dosis de

indculo y estimacidn de

los cuadrados medios para

el porcentaje de dafio en la corona.

F.V. G.L. C.M.
Dosis/Brighton 2 1289.844%%
Dosis/Tioga 2 3486.875% %
Dosis/Douglas 2 619.531 %%
Dosis/Pajaro 2 1413.281%x
Dosis/Chandler 2 1642.907%%
Dosis/Solana 2 2072.656%%
Variedades/dosis 0 5 332.708x%x
Variedades/dosis 100 5 121.567ns
Variedades/dosis 200 5 174.063%
E.E. 18 58.6268
*, #*%; Significativo al .05 vy probabilidad
respectivamente-

ns; No si,gni.fi.cati.vo .
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El grado de dafio en 1la corona de los cultivares
Tioga, Brighton, Pajaro y Chandler, presentd una tendencla
;uadrética en relacidén a la dosis aplicada de Fusarium
oxysporum. Sin embargo, en Solana y Douglas la respuesta fue
lineal (Cuadro 4 y Figuras 3, 4, 5 ,6, 7 y 8). El cultivar
Tioga tuvo el menor porcentaje de daflo en la corona en las
plantas testigo; mientras que con 100 y 200 gramos, el menor

dafo lo mostraron Solana y Pajaro respectivamente.

En el Cuadro 4 aparecen las ecuaciones de prediceidn

para cada uno de los cultivares.

El porcentaje de las plantas muertas fue
eastadisticamente igual en todas las variedades con |las
diversas dosias de Fusarium oxysporum aplicadas (Cuadro 1).
Con 100 g de indculo se tuvieron porcentajes de plgntas
muertas superiores al 5@ por ciento y ligeramente mayores al
75 por ciento con la dosis de 200 g (Figura 8). Hubo una
regpuesta cuadratica del por ciento de plantas muertas a |la

dosis de indculo. La ecuacidn de predicciédn que establece

esa relacidédn es:

0.0001087 + 0.0304166 Xi - ©0.000070833333 Xiz
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FORCENTAJE DE DANO EN CORONA

PORCENTAJE DE DANO EN CORONA
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Relacién entre la dosis de Fusarium y
el grado de dafio"en la cOrona en seis
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Experimento 2

El anAlisis de varianza para el indice de enfermedad
presentd diferencias estadisticas altamente significativas
debido a las dosis de F. oxysporum. No se encontré efecto de
o factor solo o interaccién (Cuadro 5.)

ningdan otr

Cuadro 5. Cuadrados medios para el indice de enfermedad del
experimento 2.

49

F.V. G.1. C.M.
Tratamientos 23 67.75883#% %
Variedades .1 ©.2551833ns
Tamafio de maceta 2 2.3945188ns
Dosis 3 510.2795%%
V x tamafio maceta 2 1.3919ns
V x dosis 3 1.9114722ns
Tamafio x dosis 6 ©.5750937ns
VxTxD 6 1.7669202ns .
E.Exp. 24 1.4479167 C.V.=12.46 %
»* WAk significativo al .05 ¥y al .01 de probabilidad

reapecu'.va.mente .

ns; No significativo.

En lo referente a las dosis de inédculo, se observda

que en los tres tamaffios de maceta el indice de enfermedad

aumentd progresivamente aunque no de manera proporcional,
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conforme se incrementd la dosis de F. oxysporum utilizada.
Lo importante en este caso fue que independientemente del
tamao de la maceta se tuvo un indice de enfermedad similar
con una misma proporcién de indculo. Asi tenemos por ejemplo
que la dosis de 50, 33 y 17 gramos por maceta de 900, 600 y
300 cc respectivamente, correspondi®é a la proporcid4n por
volumen de suelo-indculo 92 a 8; y el indice de enfermedad
observado fue 12.3, 11, vy 10.9 para esos tamafllos
respectivamente. La misma tendencia en la respuesta fue

observada para las otras dosis y proporciones (Figura 10, 11

y 12).

Con los tres tamafios de macetas wutilizados, se
obtuvieron respuestas cubicas a la dosis de indculo
aplicado. Las curvas S€ ajustaron con las ecuaclones de

prediccidn para cada tamaffo de maceta; mismas que aparecen

en el Cuadro 6.

Experimentos 3, 4 Yy S

En estos tres ensayos ge evaluaron 66 clones de

Fragaria chiloensis, los cuales fueron inoculadog en cada

uno de los experimentos con 17, 34 Y 51 g del gsustrato

infectado con F. oxysporum. El ?fopésito fue determinar la

dosis adecuada para discriminar entre material susceptible y

resistente. PoOT el otro lado, utilizar la informacidn del

experimento con la dosis que haya resultado aproplada, para
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detectar las fuentes de resistencia. Para los objetivos de
esta fase del trabajo, solo se presenta el 1indice de

enfermedad registrado por los clones con las tres dosis.

Segun los resultados presentados en el Cuadro 7 |la
dosis de 17 g, fue insuficiente para causar Ila enfermedad,
puesto que los sintomgs se bresentaron ocasionalmente vy
erraticos aun en el cultivar Chandler, que es susceptible.
En la dosis de 34 gramos se noté una diferenciacidn entre
los clones, de los cuales 29 mostraron cierta resistencia.
Sin embargo, fue con 51 g donde se pudieron definir
claramente las distintas clases de susceptibilidad y
resistencia a F. quspa}um. Por consiguiente dicha dosis se
consider® apropiada, para identificar 1la resistencia en

clones de Fragaria chiloensis. En paArrafos posteriores se

presentara el analisis de varianza para la dosis de 51 g.

lnoculacién con el Filtrado Téxico

Experimento 6

La toxina de F. oxysporun f. sp. fragariae mostrdé
ser capaz de afectar el crecimiento de las ©plantulas de

fresa. LOS tratamientos inoculados, empezaron a mostrar una

marchitez, aproximadamente una semana después de 1la

aplicacién de la toxina. Simultaneamente mostraron baja
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Cuadro 7. Indice promedio de enfermedad en 66 clones de
Fragaria chiloensis y en el cultivar Chandler,
inoculados con tres dosis de Fusarium oxysporum en
invernadero.

Dosis de indculo (g)

Localidad Clones ) 17 34 : 51
Montara 6-1 j 1.5 8.5 15.5
6-5 4.75 - 12.0 12.75
6-7 /] 3.0 8.25
6-11 7/ 6.25 2.25
Pilar Point 8-5 10/ 7.50 7.50
g8-8 .5 7.50 7.50
Bean Hollow 10-1 .75 5.50 17.75
10"5 O 900 11.0
10-6 7/ 7.0 6.75
10.7 ©.75 3.75 9.50
10-10 1 5.0 11.0
10-13 i 6.25 8.75
10-15 7/ 7.25 5.0
Winemill 11-6 12.25 6.25 13.0
. 11-8 7/ 7.25 8.75
Pigeon Point 12-16 10.25 i5.5 15.75
12-14 7.25 10.0 17.75
12-15 (1) 11.0 12.75
12-16 2.5 2.25 3.50 .
12-17 3.0 2.75 10.0
Franklin 13-2 0.5 o 9.75
’ -
Dune’s 157 0 .75 4. 25
7/ 1.25 8.25

13-9
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Cuédro 7¢ +seesesssContinuacidn.
Dosis de inéculo (g)

Local idad Clones 17 34 51

Franklin

Dune’s 13-10 0 3.75 7.25
13-12 o 8.50 10.75
13-14 o 5.75 10.0
13-16 2.75 1.50 9.25
13-18 7} 2.25 7.25
13-21 ] 1.00 7.50
13-26 0} 2.00 3.25
13-32 o 7.5 8.50
13-36 i 8.0 10.50
13-39 e 2.25 9.25
13-40 ) 8.5 6.0
13-41 /] . 3.5 é.o
13-42 @ 4,25 9.25
13-43 4.5 7.25 10.50
13-44 .75 5.5 2.75
13-49 5.75 5.0 7.25
13-51 ] 4.0 4.25
13-52 @ 3.25 8.25
13-53 5.5 8.25 13.25
13-65 (" 2.0 8.0

Franklin

Dune’s Road 14-1 2.0 4.0 11.25
14-2 0 o 1.25
14-3 o .5 1.0
14-4 7} 3.0 1.0
14-6 2.5 2.0 13.0
14-8 ("] 3.5 12.25
14-9 1.5 11.5 12.25
14-15 o .75 5.25

o 6.75 6.25

14-18



Cuadro 7. +cecceeesssContinuacidn.

Dosis de indculo (g)

Localidad Clones 17 34 51

Scott’s

Creek 15-1 o 2.0 6.50
15-2 ] 6.0 7.50
15-3 o 0.5 2.50
15-4 (] )] 10.25
15-5 2.0 2.50 4.50
15-6 o 5.5 10.50
15-7 7] 1.0 5.50
15-8 7] 6.25 8.50
15-10 0.0 2.75 3.25
16-11 ] ©.5 4,25
15-12 ] 1.25 7.25
15-13 ] 5.75 7.50
15-14 ] 2.0 1.50
15-15 .75 10.0 12.0

Chandler (T) 3.25 16.0 14.75

X 1.14 5.04 8.33
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produccién de raices y éstas de poca longltud. A los 23 dias
después de la inoculacién con el filtrado téxico, las
plantas presentaron un indice de enfermedad entre 3.5 y 4.0.
Estas diferencias resultaron ser significativas respecto al

testigo pero no hubo diferencias estadisticas entre las

dosis evaluadas. Cuadros 8 y 9.

Cuadro 8. Cuadrados medios para el indice de enfermedad
causado por el filtrado téxico de F.

‘oxysporum f. sp. fragariae.

F.V. G.1. C.M.
Tratamiento 4 . 11.375%x
Error 15 1.3666667
Total 19

C.V. (%) 38.97

**%* significativo al .01 de probabilidad.

enfermedad en plantas de fresa del

Cuadro 9. Indice de
adas con el filtrado téxico

cultivar Tioga inocul

de F. oxysporum f. SP- fragariae.
Indice de : Prueba de Duncan

Tratamiento enfermedad al 0.05%
Testigo 7} a
20 % filtrado téxico 4.0 b
40% filtrado toéxico 3.75 b
60% fi1ltrado toxico 3.75 b

3.50 b

80% fi1ltrado téxico
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Aunque el filtrado téxico detuvo el crecimiento vy
causd la marchitez de 1la planta, estos sintomas sdé&lo
correspondieron parcialmente a los manifestados cuando se
inoculd al suelo con el hongo. Con esta. altima técnica,
ademas " de todos los sintomas descritos anteriormente,
tambiéa eé comun observar un amarillamiento de las plantas

infectadas.

Busqueda de Fuentes de Resistencia

Evaluacién de Cultivares de Fresa

Entre el conjunto de cultivares de fresa, inoculados
con F. oxysporum f. sp. fragariae, la mayoria fue
susceptible al patégeno. El método de inoculacién al suelo
provocd una rapida vy consistente manifestacién de la
enfermedad, a tal grado que 15 dias después de la aplicacidn

del hongo, (primer conteo) fue notable la diferencia entre

los tratamientos (Cuadro 10, 11 y 12).

Los cultivares que presentaron menor indice de dafio
fueron "SN" y Sunrise (Cuadro 11) y Guardian Brighton vy
Sparkle (Cuadro 12). Una caracteristica fundamental de esos
materiales fueron los indices bajos de enfermedad en la
primera lectura ¥ sintomas pocos severos en las lecturas

posteriores. La muerte de las plantas no fue muy frecuente y
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cuando ocurrié fue aproximadamente a los dos meses. EI
amarillamiento de las hojas, especialmente de los brotes
producidos después de la inoculacidn, fue la excepcidén - mas
que la regla; en los genotipos menos susceptiblgs. Lo
opuesto es el caso comin en los cultivares de mayor

susceptibilidad.

Cuadro 10. Cuadrados medios de los anAdlisis de varianza del
indice de enfermedad de los experimentos 7 y 8.

F.V. G.1. C.M.

Experimento 7

Tratamientos i6 ) 10.281019%%

Error Exp. 17 2.1875
C.V. = 13.39%
Experimento 8
Tratamientos 185 141,325%
Error Exp. 16 52.625
C.V. = 21.94%
* W% significativo al . 05 Yy .01 de probabilidad

respectivamente .

Entre el grupo de cultivares con mayores indices de
enfermedad, estuvieron algunos de los que son o fueron
comercialmente importantes en México como Tioga, Douglas

Fresno, Fern, P&ajaro, Solana, Selva y Chandler (Cuadros 11 y
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Cuadro 11. Indice promedio de enfermedad en 17 cultivares de

fresa, 1inoculados con F. oxysporum f. sp.
fragariae (Experimento 7).
1 Indice de
Cultivar enfermedad
SN 6.125 a®
Sunrise 6.375 a
Apolo 9.625 b
Florida 20 9.875 b
Soquel 10.125 b
Titan 10.250 b
Honeoye 10.375 b
Tioga 11.000 be
Douglas 11.375 be
Fresno 12.000 be
Seqﬁoia 12.i25 be
Catskill 12.375 be
Fern 12.500 be
Pajaro 12.500 be
Solana 12.750 be )
Florida Belle 14,000 be
Earliglow 14,375 be
4 EL material vagétati.vo _se sembrod en vasos de 300 ce, 85
dias antes de la inoculacion.
z Este volor es suma de tres lecturas. Por ejemplo la
planta estuvo muerta en_  la primera lectura su {ndice seria
s+54+45=15. EL ensayo durd dos meses.

3 Prueba de rang®

mﬁltiple de Duncan ol O. O05%
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Cuadro 12. Indice promedio de enfermedad en 16 cultivares de
tresa 1inoculades con F. oxysporum f. sp.
fragariae (Experimento 8).

Indice de

Cu]tivar1 enfermedad

Guardian 4.0 a’

Brighton 4,2 a

Sparkle ) 4.4 ab

Kent 5.3 abc

Redchief ' 5.7 abe

Sequola 5.8 abc

Hood 5.9 abec

Redcoat 6.2 abc

Chandler 6.8 abc

Honeoye 7.3 abce

Selva 7.8 be

Tribute 8.0 c

Totem 8.1 c

Surecrop 8.1 c

Midway 8.5 c

Tristar 8.7 c

1 EL material vegetativo fue planta refrigerada, calidad
certificada, importada de california, USA. Se inoculo al
momento de sembrarla.

2 Este wvalor s la suma de tres lecturas. Por ejemplo si la
planta estuvo muerta en la primera lectura su indice

seria S+5+5=15. EL ensayo duro dos meses.

3 Prueba de rango multiple de Duncan al 0. 05%.
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12). En dichos genotipos, la enfermedad causé dafios severos
rdpidamente (primer mes de la inoculacidén) y ello se reflejd
en indices de enfermedad de 11 o mas de un total posible de

15 (Cuadro 11.).

Aparentemente hubo ifndices mayores de enfermedad en
el ensayo siete. Esto puede ser ilustrado c¢an los valores
alcanzados en dicho trabajo, por Sequoia Yy Honeoye. Esos
resultaron mayores y particularmente en Sequoia, mas del

doble respecto al experimento 8 (Cuadro 11 y 12).
Inoculacién en Clones de Fragaria chiloensis

Para fines de interpretacién de los resul tados, los
clones se formaron en cinco grupos, de acuerdo con su indice
de enfermedad. Estos grupos arbitrarios se compararon
mediante contrastes y de esta manera se discrimind

eatadisticamente entre genotipos susceptibles y resistentes

(Cuadro 13 y 14).

Asi se establecld que los clones de Fragaria
chiloensis tuvieron en general un mayor grado de tolerancia
a F. oxysporum f. 8p. fragariae, que el cultivar Chandler
(téstigo) un indicativo de ello fue que de 66 clones
inoculados, 54 presentaron un indice de enfermedad
significativamente inferior al testigo. EI {ndice de
enfermedad limite, queé fue menor al testigo, 1llegd hasta

parte del grupo cuatro. Esto se demostré con el contraste ¢
1



Cuadro 13.

Indice promedio de enfermedad en 66 clones de
chiloensis en comparacién con Chandler.
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F.

Indice de

Indice de

Indice de

Clones enfermedad Clones enfermedad Clones enfermedad
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

14-3 2.0 10-15 10.0 13-65 16.0
14-4 2.0 14-15 10.5 13-41 16.0
14-2 2.5 15-7 11.0 13-9 16.5
16-14 3.0 13-40 12.0 6-7 16.5
6-11 4.5 14-18 12.5 13-52 16.5
15-3 5.0 15-1 13;0 13-32 17.0
13-44 5.5 10-6 13.5 15-8 17.0
13-26 6.5 13-18 14.5 11-8 - 17.5
15-10 6.5 13-10@ 14.5 10-13 17.5
12-16 7.0 15-12 14.5 13-39° i8.5
13-51 8.5 13-489 14.5 13-16  18.5
15-11 8.5 15-2 15 13-42 18.5
13-7 8.5 8-5 15 10-7 19.0
15-5 9.0 8-8 15 13-2 19.5
13-21 15 13-14 20.0
15-13 15 12-17 20.0
15-4 20.5
13-43 21.0
13-36 21.0
15.6 21.0
13-12 21.5

io'#
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Cuadro 13. .........Continuacidn.
Indice de ' Indice de Indice de

Clones enfermedad Clones enfermedad Clones enfermedad

Grupo 4 Grupo 5
10-15 22.0 Chandler 29.5
10-10 22.0 6-1 31.0
14-1 22.5 12-6 31.5
15-15 24.0 16-1 35.5
14-8 24.5 12-14 35.5
14-9 24.5
6-5 25.5
12-15 25.5
14-6 26.0
11-6 26.0

13-53 26.5
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donde el clon 14-1 fue inferior al testigo; pero no asfi

el clon 15-15 en el contraste ¢, Qque fue estadisticamente

fgual a Chandler. (Cuadro 13 y 14).

Con el mismo procedimiento anterior se analizaron
los mejores 54 clones. De aqui se encontrd que el grupo uno,
formado por 14 clones podria contener a los genotipos mas
resistentes a F. oxysporum F. sp. fragariae. La superioridad
eatadistica de ese grupo, respecto a los 40 clones y sobre
el grupo cinco es inferida con el contraste tres (Cuadros 13
y 14). De igual manera se determin® que los <clones 10-1 vy

12-4 fueron mas susceptibles a Chandler. Contraste cuatro

(Cuadros 13 y 14).

Unas caracteristicas comunes presentadas por los 14
clones resistentes fue el nulo o bajo indice de enfermedad
en las primeras lecturas, generalmente ausencia de
marchitez, poca reducciédn del crecimiento, amarillamientos

ligeros o ausentes de las hojas. Adicionalmente clertos

clones como 14-3, después de haber manifestado sintomas de
la enfermedad en determinada fecha, en la siguliente lectura

ge mostrd asintomAtico. Estas variaciones temporales en el

indice de enfermedad son {ilustradas en la Figura 13.

De las ocho localidades de la costa de California de

donde se colectaron muestras de clones de F. chiloensis, en

cinco de ellas 8é identificaron clones resistentes. EI
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porcentaje de genotipos resistentes entre las localidades
varie del 17.4 al 35.7 por ciento. En Franklin Dune’s Road y
en Scott’s Creek se encontraron los mayores porcentajes de
plantas resistentes. En Pilar Point, Bean Hollow y Winemill
no hubo ningun material resistente. Finalmente tenemos que
de 66 clones de F. chiloensis inoculados con F. oxysporum f.
sp. fragariae, 14 fueron resistentes, lo que equivale al

21.21 por ciento (Cuadro 15).



INDICE DE ENFERMEDAD POR PLANTA
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CV.CHANDLER
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CLON I13-7
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miqura 13- Variacidén tempgral -en el indiece de -enfermedad
#19 " de tres clones de Fraganria chifoensis resis-

tentes a F. oxysporum .y el cultivar suscepti-
ble Chandler. ’
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Cuadro 15. Cantidad de <clones de F. chiloensis de las
distintas localidades que resultaron resistentes
a F. oxysporum f. sp. fragariae. :

Clones " Clones % de clones
Local idades evaluados regsistentes registentes
Montara (6)% 4 1 25
Pilar Point (8) 2 . Q 7]
Bean Hollow (1®) 7 o 1)
i

Winemill (11) 2 o o
Pigeon Point (12) 5 1 ' 20
Franklin

" Dune’s (13) 23 4 17.4

{

Franklin Dune’'s A
Road (14) 9 3 33.0
Scott’'s :
Creek (15) 14 s 35.7
Total de clones 66 ‘ 14 21.21%

4 Numero usado para identificar a las localidades



DISCUSION

En condiciones similares de cultivar (Chandler) vy
dosis (10@ g) la severidad de F. oxysporum fue mayor en el
experimento dos. Respecto a los ensayos uno y ocho. Si bien
entre ellos hubo diferencias en fechas de plantacién vy
condiciones ambientales, probablemente su contribucidén a la
;ariacién observada no fue importante. Una posible causa
seria el grado de madurez de la planta wutilizada. En este
sentido las plantas de mayor a menor madurez fueron las de
Jos experimentos 8, 1 vy 2. En ese mismo orden la severidad
de Fusarium fue de menor a mayor. Al respecto Kodama (1974)
observé una mayor y mas frecuente tasa de infeccién con F.
oxysporum con plantas de fresa con poca madurez. Dodd (1980)

menciond que el baljo contenido de carbohidratos en el tallo

del maiz favorecié la invasidn por Fusarium moniliforme.

Si la anterior hipétesis es correcta, la dosis de
inéculo de F. oxysporum para inducir un determinado nivel de
enfermedad, dependera de la madurez de la planta. De no

considerarse esta situacién, podrian considerarse los

siguientes riesgos:



71

a). Estimacién incorrecta de la dosis para buscar

fuentes de resistencia.

b). Si las fuentes de resistencia se buscan en
plantas maduras, su deteccién probablemente
se dificultara y quedaria la duda de si los
materiales resistentes realmente 1lo seran

cuando su contenido de carbohidratos sea bajo.

Los clones de F. chiloensis fueron evaluados con
plantas inmaduras. Esta es la principal caracteristica del
sistema de plantacién "Directa Verde", usado en México. En
esas condiciones los genotipos resistentes dg F. chiloensis
soportaron hasta 51 gramos de indculo. Consecuentemente es
razonable suponer que si en un futuro se pretende afinar la

dosis, aquel seria el limite del rango a evaluar..

En las macetas de distinto tamafio, pPero con una
misma proporcién de suelo a indculo, el findice de enfermedad
fue semejante. Esto sugiere que»lo importante es mantener
esa relacién critica para inducir la enfermedad. Por
consiguiente desde el punto de vista de trabajo, es mas
conveniente utilizar macetas de 600 cc. Con ese tamafio se
hace un uso mas eficiente del indculo y es posible trabajar
con una cantidad grande de genotipos. Con la maceta de 300
cc se incrementa la eficiencia en el uso del inéculo sin

embargo, es un tanto riesgoso ese tamafio, ya que por su poca
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capacidad para almacenar humedad las plantas estan expuestas

a mayor estrés de agua.

Los seis cultivares del ensayo uno presentaron el
mismo porcentaje de dafic en las raices, a cada una de las
dosis de indculo, pero no fue asi con el dafio en la corona.
Esto podria indicar que el sistema radical ea todas, fue
igualmente susceptible. En cambio podria haber diferencias
en susceptibilidad en la corona. Factores de resistencia a
F. oxysporum f. sp. vasinfectum, en la raiz y el tallo del

algoddédn han sido sefialadas por Bugbee y Sappenfield (1968).

En el transéurso de los experimentos se observd que
aun en las plantas testigos se presentd Fusarium en la
corona y casi nada en las raices. A pesar de eso las plantas
no tuvieron sintomas externos de la enfermedad, de ahi se
pordria deducir que, para la manifestacién de la enfermedad

es mas importante el daffo en la raiz que en.la corona.

Aun en las variedades gusceptibles, con las dosis de
inéculo mas altas (150-200 g por maceta) hubo plantas que
gobrevivieron. Una probabilidad es que hubieran escapado al
hongo, otra gque algun factor las haya hecho menos
susceptibles. Sobre el particular Michail et al. (1980)
encontraron que las plantags de fresa infectadas con F.
oXysporum revelaron la falta de aminoidcidos como la

ciateina, &acido aspartico y otro compuesto no identificado.
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En plantas sanas si se encontraron esos aminadcidos.
Concluyeron que dichos compuestos son consumidos durante la

infecciédn ya que podrian ayudar al desarrollo del hongo.

Los metabolitos producidos por F. oxysporum,
f. sp. fragariae aplicados in vitro a plantulas de fresa,
reprodujeron parcialmente los sintomas caracteristicos de la
enfermedad. No obstante que los resultados fueron de un
aolo cultivar se puede inferir que dicho hongo produce
toxinas que perturban la fisiologia de la planta. A la fecha
se desconoce si hay informaci®én que mencione 1lo antes dicho
para el caso particular de la fresa. En otros cultivos como
algoddn Yy jitomate (Gaumann, 1957) y maiz (Scott y Futrell,
1970) se ha comprobado el papel que desempefian las toxinas
de Fusarium en el desarrollo de la enfermedad. Segdn Gaumann
(1957) en el jitomate, tanto las variedaaes resistentes Yy
susceptibles a Fusarlum son gusceptibles in vitro a las
toxinas del hongo. La diferencia esta en que in vivo las
variedades resistentes no proveen las condiciones requeridas
para que el patdgeno gintetice las toxinas.
como el filtrado téxico fue incapaz de causar
log sintomas de la enfermedad se puede suponer

completamente

que el hongo también tiene un papel en la expresién de la

sintomatologia- Informacién que apoya esta hipotesis fue

presentada por Moon y Chung (1986). Ellos seffalaron que la

obstruccisn del xilema por las hifas y los conidios fueron
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un factor importante en la inducclidn de la enfermedad.

A la fecha se dispone de informacién que mencionan
fuentes de resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. fragariae
en cultivares de fresa (Fragaria x ananassa) (Cho y Moon,
1984; Kim et al., 1982; Kodama, 1974 y Yoshino y Hashimoto,

1978). Pero no en clones de F. chiloensis.

Entre los 31 cultivares de fresa evaluados para
resistencia a Fusarium la mayoria resultaron susceptibles,
{inclusive la coleccién de cultivares de California, excepto,
probablemente, Brighton. Algunas de las mas susceptibles
fueron Tioga y Catskill. Estas mismas asi las caracterizaron
Cho y Moon (1884) en Corea. De 22 cultivares americanos
sometidos a pruebas de resistencia a Fusarium por diversos
investigadores en Japdn y Corea solamente Empire y America
(Marshall) han sido resistentes o moderadamente resistentes

(Cho y Moon, 1984; Kim et al., 1982, Kodama, 1874 y Yoshino

y Hashimoto, 1878).

A reserva de comprobarlo en ensayos posteriores se
considera que los éenotipos H"ON", Sunrise, Guardian,
Brighton y sparkle, tienen cierta ‘tolerancia a Fusarium.
Porque los cultivares reunen algunas ventajas agronémicas si

en ellos se encontraran fuentes de resistenclia, entonces su

incorporacidn & los cultivares susceptibles presentaria

menos dificultades especialmente si1 el tipo de herencia
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fuera poligénico. Por consiguiente se comprende la

importancia de evaluar una mayor cantidad de cultivares .

Por su respuesta a Fusarium los clones silvestres de
F. chiloensis demostraron una alta variabilidad genética.
Hubo distintos grados de enfermedad, desde resistentes hasta
susceptibles entre el germoplasma de las localidades como
dentfo de ellas. En algunos de esos sitios se han
identificado plantas resistentes a verticil/lium (Bringhurst

et al., 1966, 1977).

En las localidades de Franklin Dune’s Road y Scott’s
Creek, Cal. USA, se tuvieron los mayores porcentajes de

cilones resistentes, mno obstante en algunos también se

detectaron susceptibles.

Del grupo de clones de F. chiloensis resistentes a
Fusarium, destacaron por su mAs bajo 4indice de enfermedad
lJos de Franklin Dune’s Road. Adicionalmente todos los
genotipos resistentes asi como al gunos susceptibles,
presentaron bastante resistencia a deficiencia de fierro en
el vivero . Esfe es un problema serio, cuando los cultivares
introducidos de California se cuitivan en Qiertas zonas de

lrapuato, Gto. (DAvalos et al., 1985).

En los cultivares de California se han incorporado

genes de F. chiloensis de la costa del mismo estado. Se
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introdujeron a partir de los hibridos interespecificos
producidos por Albert F. Etter, con la finalidad de
traneferir resiastencia a clertos virus vy me jorar la
adaptacién (Bringhurst et él., 1977; Bringhurst y Voth,
1984 y Wilhelm y Sagen, 1874). Por los resultados observados
en los clones usados no habfia resistencia a F. oxysporum o

fue excluida en el proceso del me joramiento.

Como plantas silvestres que son, los clones de F.
chiloensis tienen muchas desventajas agrondémicas, por
consiguiente al usarlos en mejoramiento se requiere mucho
tiempo y una selecciodn cuidadosa a fin de generar cultivares
con caracteristicas aceptables. Scott et al., 1984,

mencionaron un lapso minimo de tres generaciones para

obtener cultivares de fresa resistentes a Phytophthora

fragariae.



CONCLUSIONES

El método de inoculacién al suelo fue eficiente para

inducir la enfermedad causada por F. oxysporum en la fresa.

El daffio causado por Fusarium fue mayor con las dosis
mas altas, no obstante la curva de dafio de la enfermedad
mostré mayores incrementos proporcionales con las dosis mas

bajas y una tendencia a menores incrementos con las dosis

mayores.

La severidad de Fusarium varié segin la madurez de
la planta inoculada. En plantulas de mediana madurez se
necesitaron dosis de 100 g de indculo (porcentaje por
volumen 84 a 16) para secar a mas del 50 por ciento de las

plantas. En cambio con plantas de menos madurez se ocuparon

dosis de 50 g (porcentaje 92 a 8)

Con tres diferentes tamafios de maceta se obtuvieron
{ndices similares de enfermedad con la condicién de que se

mantuviera el mismo porcentaje de inéculo por volumen de

suelo.



En plantulas inmaduras de F. chiloensis la dosis
adecuada para discriminar entre genotipos resistentes vy

susceptibles fueron 51 g de indculo (porcentajle 88 a 12).

El hongo F. oxysporum f. sp. fragariae produce
metabolitos que causan parcialmente los sintomas de la

enfermedad.

En 21 cultivares de fresa evaluados para resistencia
a Fusarium se identificaron, preliminarmente, cinco

cultivares tolerantes.

En 66 clones de F. chiloenslis sometidos a

inoculaciones con Fusarium, 14 de ellos se consideraron

registentes.

El mayor porcentaje de clones de F. chiloensis
resistentes a Fusarium se encontraron en las muestras

procedentes de lag localidades de Scott’s Creek y Franklin

Dune'’s Road.
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RESUMEN

Durante los afios de 1988 a 1989 se -efectuaron
experimentos en cultivares vy clones de fresa para
investigar: a) La dosis 6ptima de Fusarium oxysporum f. sp.
fragarisae para diferenciar entre germoplasma resistente Yy
susceptible, b) establecer si dicho hongo produce
metabolitos téxicos a la planta y ¢) identificar fuentes de

regiatencia en cultivares y clones silvestres.

En los siete cultivares evaluados lags dosis de

Fusarium para inducir un alto nivel de enfermedad,
fluctuaron en los porcentajes 92 a 8 y 84 a 16 por volumen
de tierra e indculo de Fusarium respectivamente. Esta
variacién en la dosis se atribuy® a que hubo diferenclia en
1a madurez de la planta inoculada. Para los clones de

Fragaria chiloensis la dosis adecuada fue el porcentaje 88

a 12, tierra a inéculo respectivamente.

En un ensayo realizado con los cultivares Chandler y

Fresno, donde se compararon diferentes tamafios de maceta

para la inoculacién, se encontré que diferentes dosis por

peso, pero equivalentes en porcentaje de acuerdo con el

tamafo de la maceta, resultaron en indices de enfermedad
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seme jantes.

E] filtrado téxico de Fusarium al inocularlo Iin
vitro a plantas de fresa del cultivar Tiloga, reprodujo,

parcialmente, los sintomas de la enfermedad.

De los 31 cultivares inoculados con el hongo, con el

porcentaje de 84 a 16, los siguientes se <clasificaron

preliminarmente como tolerantea: *SN", Sunrise, Brighton,

Guardian y Sparkle.

Entre lozs 66 clones de F. chiloensis, 54 tuvieron un
indice de enfermedad inferior al cultivar Chandler. Sin
embargo el grupo de clones resistentes fueron 14, lo cual

correspondidé al 21.21 por ciento del total. De las ocho

localiidades de California, de las que se colectaron clones

de F. chiloensis, €n cinco de ellos hubo plantas

reaistentes, en porcentajes que variaron del 17.4 al 35.7.

Las localidades que€ tuvieron mayor porcentaje de clones

resistentes, PpOT orden decreciente fueron:' Scott's, Creek,

Franklin Dune's Road, Montara, Pigeon Point vy Franklin

Dune'®s.

€in embargo del grupo de 14 clones resistentes, los

procedentes de Franklin Dune’s Road, fueron los de mayor

regigstenclia.
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APENDICE A



A. 1,

91

Cuadro Origen de 1os cultivares evaluados para
registencia a F. Oxysporum f. sp. fragariae.
Afio de

Cultivar (origen) introduccidn Progenitores

Apolo (NC, USA) 1970 N.C. 1759 x N.C. 1729

Atlas (NC, USA) 1970 N.C. 1759 x Albrition

Brighton (Cal. USA) 1979 Cal. 65.65-601 x Tufts

Catskill (NY, USA) 1934 Marshall x Howard 17

Douglas (Cal. USA) 1979 64.57-108 (Tioga X
“Sequoia) x Tufts

Earliglow (MD, USA) 1975 Md-US 2359 x Md-US 2713

Florida Belle (F1,USA) 1952 Missionary x ?

Fresno (Cal, USA) 1861 Lassen x Cal 42.8-16

Guardian (MD, USA) 1969 N.C. 1768 x Surecrop

Honeoye (NY, USA) 1979 Vibrant x Holiday

Hood (OR, USA) 1965 US-0ORE 2315 x Puget

‘ Beauty

Kent (N.S, CAN) 1981 K68-58 (Redgauntlet x
Tioga) x Raritan

Midway (MD,USA) 1960 Dixieland x Temple

Pajaro (Cal, USA) 1979 Sequoia x 63.7-101

Redchief (MD, USA) 1968 N.C. 1768 x Surecrop

Redcoat (ONT, CAN) 1957 Sparkle x Valentine

Selva (Cal, USA) 1983 Cal 70.3-117 x Cal
71.98-605

Sequoia (Cal, USA) 1968 Cal 52.16-15 x S5isi-{

Solana (Cal, USA) 1957 Cal 177.19 x Cal 103.22

Soquel (Cal, USA) 1983 Cruz x Alko

Sparkle (NJ, UsSA) 1942 Fairfax x Aberdeen

Sunrise (MD, USA) 1964 US-4152 x Stelemaster



Cuadro A.1. ......... Continuacién.

Afio de

Cultivar (origen) introduccidén Progenitores
Sparkle (NJ, USA) 1942 Fairfax x Aberdeen
Sunrise (MD, USA) 1964 US-4152 x Stelemaster
Surecrop (MD, USA) 1956 Fairland x Md-US-1972
Tioga (Cal, USA) 1963 Lassen x Cal 42.8-16
Titan (NC, USA) 1972 N.C. 1767 x Albritton
Totem (BC, CAN) 19871 Puget Beauty x Northwest
Tribute (MD, USA) 1981 E.B. 18 x MD-US 4258
Tristar (MD, USA) 1981 E.B. 18 x MD-US 4258

SN ? 7 ?
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Cuadro A.2. Comparacidén a través de contrastes del indice de
enfermedad de algunos clones o grupos de clones de
F. chiloensis en relacién al cultivar Chandler.

Contrastes

©(31,0=6-1
©[25.5=6.5
©|16.5=6.7
®| 4,5=6-11
©|15.0=8-5
©|15,0=8-8
©|35.5=10~1
®[22,0=10-5

C.= 14-1 vs Chandler

(]
(]
©
e
e
e
()
(]

C.= 15-5 va Chandler

2
c3= 14-3, 14-.4-a015’5 vs 10-15,
10, 5...15-13 ] . 0 © 16 -~14 -14 0 -
C,= 10-41, 12-4 vs Chandler o o 0 o o o i 0

C.= 14-3, 14-4, 14-2, 15-14 vs
Chandler e o © o o o o o
C.= 6-11, 15-3, 13,44, 13-26,
15-10, 12-16, 13-51, 15-1t,
13-7, 15-5 vs Chandler 7] 7/ ® 1 7 o o o

. 13-65’ 13_41, 13"9, 6_7,
13-52- * e 13-36, 15-6 Yy
13-12 vs Chandler o o 1 ) o Py 0 0

o]
]

x*, %%, Significativo al .03 y .01 de probabilidad respectivamente
ns, No significativo.
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..Continuacién

Cuadro A.Z2.

L=€1=5"8
Z-€1=6"6l
L1=-21=0"0T
91-21=0"¢
L1=-21=6"6T
¥1-21=G"G€E
9-Z1=6-1l€
8-11=6"Ll
9-11=0'92
wPuo_uo.oF
€1L-01=G"L1
0L~-01=0°22
L=01=0'6l

9-01l=G"€l

Contrastes

Cz

16

e

-14 0

]

Ca

Cs

Co

C?
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.Continuacidén

o ® 0 9 o9 v e

Cuadro A.Z.

Th-€1=9"81
Lp—-€1=0"91
owrmvno.me
6€E°€L=5"81
9g-€1=0"1¢
ze-€1=0"L1
9Z-€l=5"9

L1g-€1=0"6l
8L-€L=5"71
91L~-€1=5"81
vi-€1=0"0C
zL-Z1L=6"1¢C
oeran.wr

6-€1=G"'9l

Contrastes

C1

Cz2

o

-14 0

]

16

-14 -14

(]

-14

Cs

Ca

Cs

Cs

Cz
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..........Continuacién.

Cuadro A.Z2.

6°71=G"¥C

8-v1l=5'¥C

9-%1=0"9¢

¥-¥1=0'¢

€-pl=0"¢C

Z-91=6"¢

L-¥1=6°2C

S9-€1=0"91

€G-€1=9"9¢C

2G5-€1=G"9l

LG €L=G"8

6V EL=S'PL

PP-€1=G"§

€y-€1=0" 1T

Contrastes

Ci

Cz

16 16

16

16 -14 16

o

Cs

Ca

Cs

Ce

C?




97

teeevesesesContinuacién.

Cuadro A.Z2.

€1-51=0"6Gl

ZL=G1=9"7l

Li-Gl=9"8

01-91=S"9

8-S51=0°Ll

L-G1=0"11l

9-G1=0"1¢

§-61=0"6

¥-S1=6°0¢

€-G1=0"S

z-61=0"Gl

l-G1=0"¢1l

8lL-71=5"ClL

SL-P1=6"01

Contrastes

C1

Cz

=14 -14

16 @ -14 © 16 16

]

-14 -14 -14 16

-14

Cs

Ca

Cs

Co

Cz
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CUBEED B Bs mprsmmns Continuacién.

H
"
i~ Te] o)
T = ,
S 3 (ZCKiYi.) SC
1l I Tl 2 scc. = . e
c 9o v ZCKiYi. rECKi k  rZCKi CHE
™M <t o))
o™ o~
Ct+ o © -1 -7 2x2 = 4 12.250 4. 857
Cz @& 41 =1 -5.5 2x2 = 4 7.563 2.998ns
Ca 16 © %) -1753 ox6720 = 13440  22B.647 00.64T7%%
Cs © Q2 =2 12 ox6 = 12 12.000 4,757%
= v 116.8677%%
Cs 1 © -4 -108.5 2x2@ = 40 294,306
= 220 231.138 91.634%%
Cs O -10 -225.5 2x10
230.0 ox462 = 924 57.251 22,697 %%

Ce o @ -21
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Cuadro A.3. Algunas caracteristicas agronémicas sobresalien-
tes en los 66 <clones de Fragaria chiloensis

evaluados para resistencia a F. oxysporum f. sp
fragariae. .

Localidad Indice de deficiencia

y Clones Fierro1 Bajas Temp.2 Vigora
Montara
6=1 ] 1 3
B=5 i 2 3
6=7 1 2 3
6=11 @ 1 3
Pilar Point
8-5 2 1
8-8 &
Bean Hollow
10-1 @ 5 2
10-5 1 z ¢
3
10-6 2 =
4
10-7 b .
2 3
10-10 2 i
2
190-13 °
1 2 3
1@-15
Winemill >
"11-6 z
1 t z
11-8
Pigeon Point 2 3
1
12-6 3
o 2
12-14 . 2 a
12~15 1 2
@
12-16 1 2 2

12-17
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Cuadro A.3. ......... Continuacidn.
Localidad Indice de deficiencia
y Clones Fierro' Bajas Temp.2 Vigora

Franklin Dune’s
13~2
13=7
13-9
13-10
18~12
13-14
13=18
13~-18
18=21
13-26
13-32
13-36
13-38
13-40
13-41
13-42
13-43
13-44
13-49

1
2
1
1
%)
2
2
2
1
1
1
2
1
1
1
2

18-51
18-52
18=53
13-856

3
4
2
1
2
3
2
1
3
3
2
3
2
3
3
2
3
2
3
1
3
2
1

Franklin Dune’s Road
T 4~1
14-2
14=3
14-4
14-6
14-8

N"'t—-»—-,__/N
w N MW oW N

® O B 8 kL w
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Cuadro A.3. ..........Continuacién.

Localidad Indice de deficiencia

1
y Clones Fierro Bajas Temp.z Vigor3

Franklin Dune®s Road

14-9 1 o 3
14-15 1 1 4
14-18 1 A

Scott's Creek

15-1 1 2 3
15-2 1 1 3
15-3 @ 1 4
15-4 '/} 1 4
15-5 1 2 3
15-6 /)] 1 3
15-7 7 i 4
15-8 o (0] 4
15-10 i 1 3
15-11 3 1 -2
15-12 o 2 3
15-13 o 1 3
15-14 o 2 4
15-15 1 1 2

Todas las hojas verdes
1= Sintomas ligeros, menos del 23%

2= Clorosis enire el 23 y 50 %
del 50% y menos del

"
o
1

1. Indice de O a 4

3= Clorosis mayor
?5%
4= Clorosis mayor al 75%.

Ausencia de daho

2. Indice de 0 a 4 = o=
4= Moenos del 10% de las hojas quemadas
2= Mas del 10% y menos del 3S0% de hojas
* quemadas

3= Mas del S0% quemado, pero la planta

aun esta viva
= Planta muerta

=]
DAMENTE DE -5 C.

-« 18041

NOTA: LA TEMPERATURA FUE DE APROXIMA
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A San Francisco

MONTARA
STATE BEACH

El Granado

Pillor Pt, Miramor

HALF MOON BAY
STATE BEACHES

Half Moon Boy

SAN MATEO COAST

STATE BEACHES

Tunitos Beach

San Gregorio-
State Beach

Pomponio
Staote Beach

Pescadaro
State Beach

10
BEAN HOLLOW

n
STATE BEACH | oV NEMILL

12
PIGEON PT.
LIGHTHOUSE

4

FRANKLIN DUNES ROAD
FRAKLIN O

DUNES 13"

Aflo Nuevo
State Reserve SCOTTS CREEK

15
A Sta. Cruz

Figur

a B.1 cituacibn geogréfica Je ‘las- localidades de la

costa central de California, QOnde se colecta-
ron los clones de F. Chiloensdis .
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[89, 117~-4
58. 45-11 ; [ shasta
| 55. 32-1 4 F:vi.rgi.ni.c.nc.-
glauca
'53. 10-2 )
S5O, 41-14 {(hib complejo) [ solana
_54. 124-2 '. 51. 51-1 (Lassen

(Royal. Sovereign

Crescent
_Hovaxjd 17?
Howvard 1
[ cultivar
{de origen -
| desconocido
[ Aberdeen
Fairland
Fairfax
[ seleccion derivada
Md o83 | del- cultivar ingles
[ “Frith”
Aberdeen
Faoirland
Fairfax

Md-US-1972

o

Tufts
Brighton
S5. 65-601
Fairfax
sparkle
Aberdeen
U.,.S. 4152
Sunrise
sStelomaster
NC 1768
guardian
Surecrop
,
Figura

B.2: Pedigri de cuatr
tolerancia a F. oxysporunl f. sp.

fragariae.

o cultivares de fresa con posible

». 18041
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