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DINAMICA TEMPORAL DE Fusarium spp. ASOCIADO A LA MARCHITEZ DE LA
VAINILLA (Vanilla planifolia Jacks.), EN LA REGION DEL TOTONACAPAN,
VERACRUZ

Héctor Gonzélez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN
El cultivo de vainilla (Vanilla planifolia) es una actividad de importancia econémica para el
trépico hiumedo en México y la regién del Totonacapan es la principal zona productora a
nivel nacional. Uno de los problemas que limita la produccion es la marchitez de la vainilla
causada por Fusarium oxysporum. Los estudios en aspectos epidemioldgicos aun estan
incipientes y por tal razén se llevo a cabo ésta investigacion con el objetivo de conocer la
dinamica temporal de la enfermedad en relacion a la fenologia del cultivo y las condiciones
climatoldgicas. Se eligieron tres vainillales de cinco afios de edad ya establecidos bajo sistema
de manejo rustico (SR), sistema convencional (SC) y tutor naranjo (STN). Se seleccionaron
30 plantas en cada plantacion y se evalud densidad de indculo (DI=cantidad de propagulos g™
de suelo de rizosfera), incidencia y severidad en raices; del hospedante se cuantifico el
namero de entrenudos, hojas, frutos y se midié longitud de tallos durante el periodo mayo a
diciembre de 2016. Se registrd la temperatura del ambiente, humedad relativa y precipitcion
pluvial de la zona. En el ciclo febrero a diciembre de 2017, se dio continuidad a las
evaluciones solo para el sistema convencional y al inicio de la floracion se hizo una aplicacion
Unica  de lombricomposta, Trichoderma  sp. nativo, caldo bordeles,
lombricosposta+Trichoderma sp. y un testigo y se evalud su efecto sobre el comportamiento
de la enfermedad. En el periodo mayo a diciembre 2016, la densidad de in6culo, incidencia y
severidad alcanzaron niveles méximos durante las etapas de amarre y desarrollo de frutos. El
progreso temporal de la DI e incidencia fue descrito por el modelo monomolecular. La DI
presentd tasas de incremento (rm) 0.005, 0.006 y 0.023 generando epidemias
singificativamente diferentes (p<0.05) en los tres sitemas de manejo. La incidencia se ajustd
al modelo con tasas de crecimiento (rm) 0005, 0.005 y 0.006 para los huertos SR, SCy STN
respectivamente y las epidemias fueron estadisticamente iguales sélo entre el SR y SC. La
severidad mas frecuente fue de clase 4 (38%) y la comparacion de indices de severidad y
ABCPE mostraron diferencias significativas entre SC-STN y SR-STN. Las variables de
crecimiento y desarrollo del hospedante se ajustaron al modelo logistico en los tres sistemas
de produccién y sélo la biomasa fue significativamente diferente en los tres sistemas. De los
tres huertos, el SR present6 el mayor porcentaje de caida de hojas (14.9%) y frutos (62.5%).
En los ciclos mayo 2016 a diciembre 2017, el progreso temporal de la DI e incidencia fue
descrito por el modelo monomolecular. La DI presentd la mayor tasa de incremento
(rm=0.011) en el ciclo 2017 y su comparacion arrojé diferencias estadisticas entre ciclos. La
inciencia fue estadisticamente igual para ambos ciclos; la severidad mas frecuente fue de clase
3(18%) y el mayor indice de severidad (32.6%) se presento en el ciclo 2017 sin diferencias
estadisticas. Las variables del hospedante se ajustaron al modelo logistico con tasas de
crecimiento mas altas en el 2017 y mediante la comparacion, todas fueron significativamente
diferentes (p<0.05). De los cinco tratamientos aplicados en este periodo, s6lo el T5
(lombricomposta) tuvo un efecto significativo en la severidad de raices. El ciclo 2016 obtuvo
el mayor porcentaje de caida de hojas y frutos por amarillamiento y pudricion.
Se obtuvieron 40 aislamientos en total e identificados morfologicamente como pertenecientes
al género Fusarium. Seis aislamientos de Fusarium fueron los mas frecuentes y abundantes,
dos se aislaron en mayor porcentaje y se identificaron morfologicamente como F.oxysporum
(31.6%) y F.solani (19.5%). Ambos patdgenos se inocularon en condiciones contraladas de
temperatura a 25°C, con humedad constante del suelo y en base a los resultados se determino
que el agente causal de la enfermedad marchitez fue F. oxysporum.

Palabras clave: Epidemiologia, modelos de crecimiento, vainilla, Fusarium oxysporum,
severidad.



TEMPORAL DYNAMIC OF Fusarium spp. ASSOCIATED WITH THE WILT
VANILLA (Vanilla planifolia Jacks), IN THE TOTONACAPAN REGION,
VERACRUZ

Héctor Gonzélez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

The cultivation of vanilla (Vanilla planifolia) is an activity of economic importance in the
humid tropics in Mexico, and the Totonacapan region is the main production area nationwide.
One of the problems that limits production is the vanilla wilt caused by Fusarium oxysporum.
The studies in epidemiological aspects are still incipient and for this reason this research was
carried out with the objective of knowing the temporal dynamics of the disease in relation to
the phenology of the crop and the climatological conditions. Three five year old plantations
were choseen of already established under a rustic management system (RS), a conventional
system (CS) and an orange guardian sistem (OTS). Thrirty plants were selected in each
plantation and inoculum density (DI= number of propagules g of rhizosphere soil), root
incidence and severity were evaluated. Number of internodes, leaves, fruits and number of
stems was assesed from the planta host for May to December in 2016. Environmental
temperature, relative humidity and rainfall in the area were recorded. In the second crop cycle,
from February to December 2017, the assessmet continued only for the conventional system
and at the beginning of flowering was applicated vermicompost, native Trichoderma sp.
isolated, bordeles broth, vermicompost + Trichoderma sp. and a Test, and the effect of this
behavior of the disease was evaluated. In the period from May to December 2016, inoculum
density, incidence and severity reached maximum levels during the stages of fruit
development and madurity. In the three crop systems, temporal progress of ID and incidence
were described by the monomolecular model. DI presented rates of increase (rw) 0.005, 0.006
and 0.023 respectlively, generating significantly different epidemics (p<0.05). Disease
incidence was adjusted with growth rates (rv) 0005, 0.005 and 0.006 for the RS, CS and OTS
orchards respectively and the epidemics were statistically equal between the SR and SC. Most
frequent severity 38% and comparison of severity indices and under disease progress curve
(AUDPC) showed significant differences between SC-STN and SR-STN. Plant host
development were adjusted to the logistic model in to three production systems and only
biomass was significantly different in the each systems. SR orchads had the highest
percentage of leaf fall (14.9%) and fruit (62.5%). In May 2016 to December 2017 cycle, the
temporal progress of ID and incidence were described by the monomolecular model. ID
presented the highest rate of increase (rm= 0.011) in the 2017 and had comparison showed
statistical differences from 2016 cycle. Incidence was equal statistically for both cycles. Most
frequent severity was 18% and the highest severity index 32.6%, and was any statistical
differences. Host growt in development were adjusted to logistic model. Highest growth rates
recordedin 2017 and, were significantly different (p<0.05) from thous in 2016. Of the five
treatments applied in 2017, only T5 (vermicompost) had a significant effect on dicrease roots
severity. 2016 crop cycle had the highest leaves and fruit drooping by cause of leave
yellowing and rotting. Fourthy Fusarium morphologically different isolates and they are
identified as Fusarium with taxonomical key. Six Fusarium isolates were the most frequent
and abundant, two of then isolated in higher percentage and morphologically identified as
F.oxysporum (31.6%) and F.solani (19.5%). Both pathogens were inoculated under controlled
temperature conditions at 25 °C, with constant soil moisture, and results indicated it was
determined that the causal agent of wilt disease was F. oxysporum.

Key words: Epidemiology, growth models, vanilla, Fusarium oxysporum, severity.
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INTRODUCCION GENERAL

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks.) es la unica especie de la familia Orchideaceae que
produce frutos para aprovechamiento en la industria alimenticia. Es uno de los saborizantes
mas utilizados y la segunda especia mas cara del mundo, después del azafrdn (Crocus
sativus). Su aprovechamiento es principalmente para la obtencion del extracto natural a partir
de semillas de las capsulas curadas o beneficiadas. La vainilla mexicana, es una de las
mejores del mundo por su inigualable aroma y sabor, cualidad que la coloca en los primeros
lugares del mercado. Por otra parte, la denominacién de origen la ha favorecido con un valor

agregado (Havkin-Frenkel y Belanger, 2011).

A pesar de que en nuestro pais se obtiene la mejor vainilla, los rendimientos obtenidos no
logran satisfacer la demanda del mercado mundial. Entre las principales limitantes que
impiden rendimientos significativos en la produccion estan las enfermedades provocadas por
diversos organismos fitopatdgenos, principalmente la marchitez y pudricién causada por el
hongo Fusarium oxysporum f. sp. radicis-vanillae, seguida de la caida de hojas por Fusarium
sp. el amarillamiento y caida prematura de frutos provocada por Colletotrichum vanillae
(Sussela et al.,, 2006; Koyyappurath et al., 2016). También se ha reportado que
Colletotrichum gloeosporioides causa antracnosis en tallos, hojas, flores y frutos de vainilla; y
se le ha considerado como la segunda enfermedad de importancia debido a que, en
infestaciones severas, causa la defoliacion de las plantas y el estrangulamiento de tallos
(Ploetz, 2005). El cultivo de esta orquidea es histérico en México, ya que la produccion de
frutos se le atribuye a la cultura Totonaca (1466-1520), quienes lo utilizaban como
saborizante en la bebida ancestral conocida como chocolate (Bory et al., 2008; Saldivar,
2015). A pesar de los bajos rendimientos obtenidos por causa de las enfermedades, en
muchas de las plantaciones de vainilla no se aplica un programa estratégico en el proceso de
produccién, fundamentado en estudios epidemioldgicos del patosistema de este cultivo y que
permitan la prevencion y un mejor manejo de los dafios causados por patégenos del cultivo.
En México, se ha reportado que la pudricion de tallos de vainilla es causada por el hongo F.
oxysporum f sp. vanillae, el cual provoca una pudricion basal y estrangulamiento del cuello de
plantas de vainilla (Adame et al., 2015). En suelos infestados este patdgeno puede atacar y
destruir una plantacion completa (Bhai y Dhanesh, 2008).

Las zonas productoras de vainilla en México, se ubican en las regiones tropicales del pais, ya

que las condiciones ambientales como temperatura y humedad favorecen el crecimiento de
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esta especie; sin embargo, estas mismas condiciones y las malas précticas de manejo forman
un nicho apropiado para el desarrollo de plagas y enfermedades (Saldivar, 2015). Saldivar
(2015) también menciona que en las plantaciones de vainilla, es indispensable que las
practicas de manejo se realicen de manera estricta, tomando en cuenta los factores
climatoldgicos, propiedades fisico-quimicas del suelo, nutricion de la planta y fenologia del
cultivo. Por otra parte, se desconoce la dindmica temporal y espacial de los patdgenos de este
cultivo y que causan dafio y pérdidas en la poblacion de plantas y en su rendimiento. El
estudio de dicho comportamiento permite desarrollar estrategias para reducir a un nivel
aceptable el impacto que ejerce la enfermedad en las plantas en su produccién y pérdidas
econdmicas (Arneson, 2006).

Por las razones expuestas, ésta investigacion tuvo como objetivo: evaluar la dinamica
temporal de la incidencia y severidad de Fusarium spp., mediante la cuantificacion de la
densidad de in6culo en suelo de rizésfera y su incidencia y dafio en raices, en relacion a la
fenologia del cultivo de vainilla y algunas variables climatoldgicas, en tres sistemas diferentes
de manejo (rustico, convencional y organico) en el municipio de Papantla, ubicados en la

Region del Totonacapan, Veracruz.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Determinar la dindmica temporal de la incidencia y severidad de la enfermedad conocida

como marchitez en el cultivo de vainilla (Vanilla planifolia Jacks.) en relacion a la fenologia

del cultivo y las condiciones climatoldgicas, en la Region del Totonacapan, Veracruz.

Objetivos particulares

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Identificar morfoldgicamente los aislamientos de hongos patdgenos Yy asociados a
raices de vainilla con sintomas de marchitez y pudricion.

Evaluar el comportamiento temporal de la incidencia y severidad de la marchitez de la
vainilla, bajo tres sistemas diferentes de manejo.

Evaluar el comportamiento temporal del in6culo de Fusarium sp., en suelo de
rizosfera de la vainilla, asociado a la marchitez de la vainilla bajo un sistema de
manejo convencional durante dos ciclos de produccion.

Evaluar el desarrollo fenoldgico del cultivo de vainilla en relacion a la dinamica
temporal de la incidencia y severidad de la marchitez y de la densidad de indculo del
hongo fitopatdgeno Fusarium.

Determinar la etapa critica en el desarrollo epidémico de la enfermedad en relacion a
la fenologia del cultivo y algunos factores climatoldgicos.

Identificar al agente causal de la marchitez de la vainilla en la Region del

Totonacapan, Veracruz.



Hipétesis general

El comportamiento temporal de la incidencia y severidad de la enfermedad conocida como
marchitez de la vainilla esta en funcion del sistema de manejo y afecta negativamente el
crecimiento, desarrollo y producciéon de la planta de vainilla, generando pérdidas en el

rendimiento del cultivo.

Hipotesis particulares
1) La dinamica temporal de la incidencia y severidad causada por la enfermedad

marchitez, se comportara de manera diferente en cada sistema de produccion.

2) El comportamiento temporal de la enfermedad estd relacionado con el desarrollo
fenoldgico de la vainilla.

3) Diferentes especies de Fusarium estan asocidas a la marchitez de la vainilla en la

Region del Totonacapan.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades histéricas de la vainilla (Vanilla planifolia Jacks.) en México

La vainilla es un cultivo ancestral que se desconoce cudndo se empez6 a cultivar y su
produccion se le atribuye a la cultura totonaca. Ademas se sabe que esta especia era muy
conocida en las diferentes culturas mesoamericanas en las que se tienen registro de nombres
en las lenguas indigenas totonaco, maya, chinanteco y mazateco. Por otra parte, tambien los
totonacos y otros pueblos la ofrecian como tributo a los Aztecas (Hagsater et al., 2005). De
acuerdo con Azeez (2008), México es centro de origen de la vainilla y su principal zona
productora es la region del Totonacapan en el Estado de Veracruz y donde en tiempos
antiguos se le daban diferentes usos. Actualmente se utiliza para la elaboracion de extracto
natural a partir de los frutos beneficiados (curados) y se utiliza principalmente como
saborizante y tiene multiples usos en la agroindustria.

Mexico produce la mejor vainilla del mundo y en el siglo XI1X (1830-1870) se posiciond en el
mercado como Unico productor y exportador de vainilla, cuya produccion se exportaba a
Francia (Kouri, 2000). Esta documentado que desde 1743 se comercializaba vainilla en la
region de Papantla, pero este comercio era principalmente con frutos recolectados de manera
silvestre y las plantaciones de vainilla se documentan hasta 1767 (Hagsater et al., 2005).
Hagsater et al. (2005) documenta que la orquidea fue extraida y llevada a Inglaterra en el
afio1800. En 1827 fue llevada a Isla Reunion, se extendi6 a Madagascar en 1840 donde se
adapto y se establecieron plantaciones comerciales. Kouri (2000) afiade que el privilegio que
Meéxico gozaba desde el siglo XVIII comenzd a derrumbarse para la década de 1860, cuando
la Isla Reunidn se convierte en una zona productora de vainilla. México perdié el monopolio
de la vainilla y esto fue un golpe para los productores Mexicanos, debido a que la vainilla
producida en Isla Reunion se posiciono en el mercado europeo a un menor costo, pero con la
desventaja de ser una vainilla de menor calidad comparada con la Mexicana. A pesar de esto,
México siguid exportando vainilla hacia nuevos mercados de Cuba, Estados Unidos y Puerto
Rico (Kouri, 2000).

Importancia econémica

La importancia econdmica de la vainilla empez6 a cobrar auge en Chiapas en el siglo XVIIl,
cuando se volvié un articulo de comercio, principalmente como saborizante y aromatizante de
la bebida en ese entonces conocida como chocolate (mezcla de cacao, maiz, vainilla y otras

especias), la cual ya era muy popular desde el siglo XVII (Hagsater et al., 2005). Hagsater et
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al. (2005) también documenta que durante la época de la colonia espafiola se consumia otra
bebida conocida como champurrado (mezcla de cacao, azlcar, y atole de maiz, aromatizado
con vainilla) y en este periodo el chocolate también empez6 a ser demandado por la poblacion
europea, lo que favorecio el incremento en el consumo y la demanda de vainilla.
Lawer (citado por Hagsater et al., 2005) menciona que en un inicio, el uso de la vainilla que
se exportaba a Europa fue monopolizado por Espafia. De acuerdo a Humboldt (citado en
Hagsater et al., 2005) para finales del periodo virreinal la vainilla se exportaba por el puerto
de Veracruz y los municipios productores que satisfacian dichas exportaciones eran
Acayucan, Misantla, Papantla, y San Andrés Tuxtla; posteriormente Papantla y la region del
Totonacapan se convirtieron en la principal zona econdémica de produccién de vainilla.
La vainilla se convirtié en un producto muy apreciado en el mercado por su aroma y sabor,
propiedades que le confiere el compuesto organico Ilamado vanillina (3-metoxi-4-
hidroxibenzaldehido) y se usa como condimento, saborizante y conservador (Geissman,
1973); ademas, Musalem (citado por de la Cruz et al., 2009) menciona que en la actualidad la
vainilla tiene multiples usos principalmente en la industria de alimentos, bebidas,
farmacéutica, cosméticos y artesania tradicional.

0%

2%, 0%
3% \0%

" Madagascar 3,719t .
= Indonesia 2,000 t

= Papua 510t
% Mésxico 420 t
‘ = China 286 1
B Turquia 280 t
Uganda 218 t
Tonga 186t

Polinesia Frncesa 27 t

Comoros 24 t

Figura 1. Produccion total de vainilla a nivel mundial en t, datos del 2014, (FAOSTAT,
2018).

Actualmente se cultiva en muchas areas tropicales del mundo, y de acuerdo a las Estadisticas
de la Organizacion de las Naciones Unidas Para la Agricultura y Alimentacion (FAOSTAT,
2017) en 2014 Madagascar era el pais productor nimero uno. El segundo lugar lo ocupd
Indonesia y en base a estos grandes productores se rige el precio en el mercado internacional.
Otros productores son China Continental, México y Papua (Figura 1). Los paises mas
demandantes de esta especia son Alemania, Canada, Estados Unidos, Esparia, Francia y Reino
Unido.



De acuerdo con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2016), en
Meéxico los principales estados productores son Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Veracruz; y
otros estados donde también se cultiva vainilla son Chiapas, Hidalgo, y Quintana Roo (Figura
2). Los rendimientos que se obtienen actualmente satisfacen la demanda en el mercado
internacional y en el afio 2015 la produccion promedio nacional fue de 0.51 t ha, con un
precio medio de $88,627.52/t. Se ha estimado que en un sistema de produccion de vainilla
bajo tutor naranjo y con buenas practicas agricolas el costo de produccién oscila entre
$40,000 y $48,000/ha, y donde se pueden obtener rendimientos de hasta 1.5 t hal
(Hernandez, 2011). Barrera et al. (2009) realizaron un estudio en la region del Totonacapan y
reportaron que en un sistema de produccién bajo malla sombra el rendimiento promedio
alcanzo los 435 kg ha*, mientras que en un sistema bajo tutor naranjo el rendimiento fue de

1.2 ton ha't, sistema donde el productor obtiene mejores ingresos.

Veracruz,

0.47 Oaxaca, 0.5

San Luis
Potosi, 0.3

Puebla, 0.99

Figura 2. Produccion nacional de vainilla en t/ha, datos de 2016 (SIAP, 2017).

De acuerdo al Consejo Estatal de Productores de Vainilla Veracruzana A. C. (informacion no
publicada) en 2017 el kg de vainilla verde se pagd a $400, lo cual beneficid
significativamente a los productores. Las exportaciones de vainilla también representan
ganancias econdmicas significativas y en el 2016 se exportaron 30.82 t con un valor de 1.03
millones de ddlares y la exportacion se han extendido a 15 paises, pero el consumidor
principal es Estados Unidos (SAGARPA, 2017).

De acuerdo con la agencia de Apoyos y Servicios a la Comercializacion Agropecuaria
(ASERCA, 2002) la comercializacion de la vainilla se realiza de dos formas que prevalecen



en la actualidad. La primera es la comercializacion en verde, donde el productor cosecha y
vende a los acopiadores o beneficiadores. La segunda es la comercializacién de vainilla
beneficiada, en este canal de comercializacién la vainilla verde recibe un valor agregado a
través del proceso de beneficiado o curado, y las ventas se hacen al mercado internacional,
donde se obtienen los mejores ingresos, sin embrago, dichas ganancias favorecen més a los
beneficiadores. El precio al productor depende del mercado internacional y de la calidad e
inocuidad de vainilla verde y beneficiada. La vainilla beneficiada se destina principalmente
para exportacion, solo un bajo porcentaje de esta se queda en el mercado nacional donde se

emplea para la elaboracion de extracto natural y artesanias.

Aspectos generales del cultivo

El género Vanilla es descrita como una orquidea terrestre de habito trepador (Beutelspacher,
2013), se puede encontrar en habitat silvestre en diferentes regiones tropicales de Africa,
América y Asia (Soto, 2006). Soto (2006) también menciona que América tropical es el
habitat donde se reporta la mayor cantidad de especies y a nivel mundial se reportan 110
especies de vainilla, de las cuales nueve se encuentran en México y comercialmente se
cultivan V. planifolia y V. pompona y otros hibridos; sin embargo V. planifolia es la de mayor
distribucion comercial (Figura 3). Su crecimiento y desarrollo es favorecido en las regiones
con clima calido himedo, abundantes lluvias en verano y temperaturas éptimas de 25 °C a
una altitud de 0-900 m aunque V. planifolia se ha encontrado a 1200 m (Soto, 2009). En la
region del Totonacapan, la vainilla se cultiva bajo cuatro sistemas de produccién que son:
sistema de produccién en naranjo (Citrus sp.) con un 61.3% de las plantaciones, sistema de
acahual, sistema bajo sombra de pichoco (Eritrina sp.) y ambos representan un 30.7%; y de
manera intensiva la produccién en malla sombra al 50% de luminosidad (Barrera et al., 2009)
y este dltimo representa el 8% de las plantaciones. Los vainillales han sido establecidos
utilizando la reproduccion asexual, es decir, que para la siembra se utilizan esquejes obtenidos
en plantaciones ya establecidas. Esta practica ha conducido a crear una poblacion idéntica
puesto que no existe variabilidad genética en las plantas utilizadas para el establecimiento de
nuevas parcelas. Por lo anterior, se han realizado varias investigaciones sobre germinacion in
vitro de semillas, en diferentes especies de vainilla y algunos hibridos con el objetivo de
obtener ejemplares que puedan ser utilizados para el mejoramiento genético de la vainilla
(Menchaca et al., 2011). Aun no se han documentado plantaciones comerciales de V.
planifolia a partir de semillas, la mayoria se establecen por esquejes seleccionados,

generalmente se emplean esquejes de ocho yemas vegetativas, debido a su rapido crecimiento
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y se pueden plantar esquejes de hasta dos metros de longitud para acelerar el proceso
(Hernandez, 2011).

Figura 3. Planta de Vanilla planifolia: a) crecimiento de lianas sobre un tutor, b)

inflorescencia en crecimiento, c) flores y frutos, d) raices.

Hernandez (2011) también sefiala que una vez establecido el cultivo, la produccion de frutos
inicia después de los cuatro afios. Durante este proceso deben realizarse practicas de manejo
como aplicaciéon de materia organica, encausamiento de guias, podas de saneamiento, poda de
tutores, regulacion de sombra y control de plagas y una de las actividades mas importante en
el manejo del cultivo es la polinizacion. De acuerdo con Soto (2006) la floracién inicia a
finales del mes de febrero y se extiende hasta mayo y el periodo de mayor floracion es durante
marzo-abril, misma etapa en la que se realiza la polinizacion. Las flores crecen en una
inflorescencia axilar o paniculada y debido a su morfologia y a los bajos porcentajes de
autopolinizacién que van de 1-6%, los productores realizan esta actividad de manera artificial
(manual), y se lleva a cabo durante las primeras horas (7:00-12:00 a.m.) del dia porque la

floracién es efimera (Soto, 2009).



La polinizacion natural se presenta en un porcentaje muy bajo, donde uno de cada cuatro
frutos es obtenido por este mecanismo (Hernandez et al., 2016). Este proceso es realizado por
insectos del orden Himenoptera de los que se tiene documentado a Euglossa sp., Exaerete sp.,
y Melipona sp., sin embrago, se detectd que la polinizacién realizada por Melipona no es
eficiente en algunas especies de vainilla (Cameron, 2011). En plantaciones de V. planifolia en
regiones productoras de México, se registré que los Unicos polinizadores son Eulaema spp.,
comunmente conocidos como quijotes y Euglossa spp., 0 abeja metalica (Hernandez et al.,
2016).

De acuerdo a comunicacion de productores en 2017 de la Region del Totonacapan
(informacion no publicada), en cada inflorescencia se polinizan las flores hasta tener de seis a
ocho frutos y el ciclo de produccién de la vainilla desde polinizacion a cosecha dura nueve
meses en esta regidén. La cosecha se realiza en base al tiempo transcurrido desde la
polinizacion y para ello se establece una fecha de corte, generalmente se lleva a cabo durante

la segunda semana de Noviembre.

Plagas y enfermedades del cultivo

Las practicas intensivas de monocultivo, las condiciones climéticas, la escasa variabilidad
genética en el cultivo y la deficiencia en las practicas de manejo, favorecen la susceptibilidad
de los individuos y poblaciones de plantas a enfermedades causadas por agentes fitopatégenos
(Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Principales hongos fitopatégenos por orden de importancia que afectan el

cultivo de vainilla en las diferentes partes de la planta.

_ _ Organo de la planta ] o
Microorganismo Sintoma Referencia bibliografica
afectado

Adame et al., 2015
Fusarium oxysporum f. Raiz y tallo Pudricion Santaet al., 2012

sp. vanillae Hojas Amarillamiento Xia-Hong, 2007

Colletotrichum

o Hojas, frutos y tallos Antracnosis Ashoka, 2005
gloeosporioides
C. vanillae Frutos Amarillamiento Bhai y Dhanesh, 2008
Phytopthora sp. Hojas, tallo y raiz Pudricion
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Rhizoctonia solani Raiz Bhai y Dhanesh, 2008

P. meadii
P. palmivora Frutos Pudricion Bhai y Thomas, 2000
P. parasitica
Mucor racemosus
Hojas Pudricion Bhai y Dhanesh, 2008
Sclerotium rolfsii Tallo Pudricion Bhai y Thomas, 2000
Alternaria sp.
Nigrospora sp. Hojas Mancha foliar Valdovinos et al., 2016
Pestalotia sp.
Uromyces joffrini Hojas Roya Hernandez, 2011

Las enfermedades méas dafiinas de la vainilla son causadas por hongos y la méas importante es
la marchitez o pudricion de raices y tallo, cuyo agente causal fue identificado por primera vez
como Fusarium batatis, en Puerto Rico. Posteriormente se identifico como F. oxysporum f.sp.
vanillae cuya agresividad ha provocado la muerte completa de plantaciones en China (Xia-
Hong, 2007). En Colombia se identificd también a Fusarium oxysporum f sp. vanillae como
el agente causal de la pudricién basal de plantas de vainilla en plantaciones bajo malla sombra
(Santa et al, 2012). En Madagascar, Isla Reunién y la Polinesia Francesa se identifico a
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-vanillae como causante de la marchites de raices y tallos
(Koyyappurath et al., 2016). En vainillales de México se identifico a F. oxysporum f.sp.
vanillae como agente causal de la pudricién de raices y tallos (Adame et al., 2015).

Otro problema significativo en este cultivo es la caida prematura de frutos, amarillamiento y
pudricion de éstos, los cuales pueden ocasionar pérdidas en el rendimiento del 23-75%. Esta
reportado que él amarillamiento es causado por Colletotrichum vanillae y la pudriciéon de
frutos es causada por Phytopthora meadii (Bhai y Dhanesh, 2008). Bhai y Thomas (2000)
reportan que, al sintoma de pudricion de los frutos estan asociadas otras especies como P.
palmivora y P. parasitica y también se ha reportado que Phythopthora sp., esta asociada a la
pudricion de hojas, tallos y raices. También se ha reportado que Fusarium sp., causa
amarillamiento de hojas, Mucor racemosus provoca el sintoma de pudricion en éstas y C.
gloeosporioides provoca antracnosis tanto en hojas como en tallos y puede causar defoliacion
y estrangulamiento de tallos (Bhai y Dhanesh, 2008; Ashoka, 2005).
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Rhizoctonia solani es otro patdgeno de las raices en diferentes cultivos y que se encuentra
asociado a la pudricién de raices de la vainilla junto con Fusarium (Bhai y Dhanesh, 2008).
También se reporta a Sclerotium rolfsii asociado a pudricién del tallo (Bhai y Thomas, 2000);
Alternaria sp., Nigrospora sp., Pestalotia sp., asociados a manchas en hojas y tallos
(Valdovinos et al., 2016). Hernandez (2011) menciona que ademas de los patégenos descritos
anteriormente, la roya (Uromyces joffrini) es otro patdgeno que ataca al cultivo que se
presenta con menor frecuencia y la incidencia ocurre en plantaciones donde existe sombra
abundante, escasa ventilacion y humedad excesiva. También se pueden presentar dafios por
plagas insectiles como son la chinche roja (Tenthecoris confusus) y el trozador o gusano
peludo (Plusia aurifera).

Marchitez de la vainilla por Fusarium oxysporum f. sp. vanillae

La marchitez y pudricion de raices es la enfermedad mas importante en las regiones del
mundo donde se cultiva vainilla (Koyyappurath et al, 2016). ElI primer reporte de esta
enfermedad identifica como agente causal a Fusarium batatis var. vanillae que
posteriormente se clasific6 como Fusarium oxysporum f. sp. vanillae causando pudricion
basal de plantas en Colombia (Santa et al., 2011). EI mismo patégeno se identifico en
plantaciones afectadas por dicha enfermedad en México (Adame et al., 2015). Posteriormente,
Koyyappurath et al. (2016), determinaron que la pudricion de raices y tallos de vainilla es
causada por F. oxysporum f. sp. radicis-vanillae.

La sintomatologia de la enfermedad inicia con la decoloracién y pudricion seca de raices
subterraneas y aéreas, ocasionalmente la pudricion avanza hacia el tallo provocando
amarillamiento y necrosis. Dicha necrosis provoca estrangulamiento en los tres primeros
nudos y las raices adventicias al llegar al suelo son infectadas, por lo que la planta induce la
formacion de nuevas raices que también se infectan repitiendo el ciclo de la enfermedad
(Koyyappurath et al., 2016). De acuerdo a Xia-Hong (2007) la expresion en la sintomatologia
estd ligada a la variacion en la virulencia de las cepas de F. oxysporum, ya que se han
documentado aislamientos altamente virulentos y aislamientos hipovirulentos. Los primeros
inducen sintomas severos en raices como una decoloracién marron y pudricion que se
extiende hasta el tallo, mientras que los hipovilurentos inducen ligeros sintomas de pudricion
y en algunos casos no provocan sintomas en las raices.

En un estudio realizado en plantas de vainilla con pudricion de tallos en siete provincias de
Indonesia se determind que el 90% de hongos asociados a este sintoma esta conformado por

F. oxysporum, F. solani y F. semitectum, el 10% restante lo conformaron otras 10 especies de
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Fusarium (Pinaria et al., 2010). De acuerdo con Koyyappurath et al. (2016) reportaron que en
plantaciones de Isla Reunion, Madagascar y Polinesia Francesa, las especies predominantes
fueron F. oxysporum con el 79% y F. solani con el 15% y otras especies encontradas fueron
F. concentricum, F. manguiferae y F. proliferatum; y determinaron que la pudricion de raices
y tallos de vainilla es causada por el hongo Fusarium oxysporum f.sp. radicis-vanillae.

En vainilla, se ha reportado que F. oxysporum f.sp. vanillae, ha causado pérdidas
significativas en paises productores de vainilla como China, Colombia, India, Indonesia,
México y Puerto Rico (Ploetz, 2005). En México éste patdgeno puede afectar el 67% de la
poblacion de plantas en plantaciones con edad menor a cuatro afios, y durante la etapa de
produccion afecta el 15% de la poblacion (Hernandez, 2011).

Biologia y ecologia de Fusarium spp.

El género Fusarium fue identificado por Link en 1809 y hasta la fecha se mantiene como un
género con una gran cantidad de especies, muchas de las cuales tienen la capacidad de inducir
enfermedades en plantas, humanos y animales, producir metabolitos secundarios o
micotoxinas (Leslie y Sammerell, 2006). Algunas cepas, también pueden actuar como
agentes de control bioldgico de enfermedades en las plantas (Kaur et al., 2010).

Fusarium se caracteriza por formar estructuras de reproduccion asexual como macroconidios,
microconidios, monofialides cortas o largas, polifialides, y clamidiosporas; dichas estructuras
tienen caracteristicas particulares que representan a las diferentes especies (Leslie y
Summerell, 2006). Las clamidiosporas son sus estructuras de resistencia que garantizan la
supervivencia en suelos y residuos de plantas (Karim et al, 2016). Actualmente, los estudios
se han enfatizado en la fase reproductiva asexual, puesto que en algunas especies se
desconoce el estado de reproduccion sexual (como en el caso de F. oxysporum). La
reproduccion de Fusarium esta determinada por factores ambientales como la temperatura
(Covert et al., 1999) y el hospedante (Lockwood, 1977) y la sobrevivencia esta relacionada
con su capacidad saprofitica (Stirling et al, 2016), alto nivel de agresividad y habilidad para
generar variabilidad genética (Pereyra y Lori, 2013).

Ecoldgicamente es un habitante natural del suelo con capacidad para comportarse como
parasito o saprofito y las especies mas distribuidas ampliamente son F. oxysporum y F. solani
(Karim et al, 2016). Existen otras especies cuyo comportamiento es endéfito es decir, que
tienen la capacidad para crecer y colonizar al hospedante sin causar efectos negativos
inmediatos y participan en interacciones simbidticas como parasitismo, comensalismo y

mutualismo (Imazaki y Kadota, 2015; Stone et al., 2017). Otros aislamientos son antagonistas
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a especies o aislamientos fitopatdgenos (Couteaudier y Alabouvette, 1990). Forma parte de la
comunidad microbiana del suelo en los distintos ecosistemas donde llega a establecer diversas
interacciones con las plantas (Morrién y van de Putten, 2013) las cuales pueden ser negativas
0 positivas y se manifiestan principalmente en la zona de la rizésfera (Berendsen et al., 2012).
Sourthworth (2012), afirma que dichas interacciones ocurren en diferentes niveles bioldgicos
donde se involucran competencia, antagonismo y mutualismo.

Como saprofito tiene un papel importante en la dindmica de las comunidades microbianas al
colonizar la rizésfera, donde lleva a cabo una alta competencia con otros microorganismos y
patdgenos de plantas (Garibaldi et al., 1991). Pueden colonizar residuos vegetales y competir
con otros colonizadores, y para ello desarrollan su habilidad saprofitica e indculo potencial,
apoyado en caracteristicas como una rapida germinacion de propagulos, rapido crecimiento de
hifas estimuladas por nutrientes solubles en el sustrato y una cantidad adecuada de enzimas
para descomponer los tejidos vegetales mas resistentes (Garrett, 1970).

Jeffrey et al., (2012) menciona a Fusarium spp., como endofito en plantas donde se le
encontré de manera frecuente pero no como dominante en la biota endéfita. Se han reportado
poblaciones altamente diversas de F. oxysporum como saprofitas en el suelo y como no
patogénicas en raices de plantas asintomaéticas (Imazaki y Kadota, 2015). También se ha
reportado que en comunidades nativas de plantas Fusarium no induce enfermedad (Morrién y
van der Putten, 2013). Estos reportes y otros resultados sugieren una especializacion de los
enddéfitos hacia el hospedante y que la mayoria de las poblaciones de F. oxysporum tienen la
capacidad de comportarse como enddéfitos (Demers et al., 2015).

Una de las interacciones mas importantes que presenta este género es la patogenicidad y una
de las enfermedades de importancia econdmica derivada de esta interaccion es la marchitez
vascular en plantas hospedantes. Se ha reportado a F. oxysporum como agente causal de esta
enfermedad en una amplia gama de hospedantes de diferentes familias de plantas,
reportandose mas de 120 formas especiales como resultado de su alta especificidad con la
especie hospedante (Michelse y Rep, 2009). Las formas especiales que causan la marchitez se
subdividen a su vez en razas, las cuales tienen una caracteristica diferencial en su virulencia
hacia un hospedante especifico (Roncero et al., 2002).

F. oxysporum inicia su ciclo de vida con la germinacion de una espora y las infecciones en las
raices son iniciadas por la germinacion de esporas latentes, este proceso se ve restringido por
la fungistasis (incapacidad de germinar a pesar de las reservas almacenadas) provocada por
otros microorganismos como las bacterias que inhiben la germinacion de esporas, por la falta

de nutrientes y la produccién de compuestos fungistaticos. A pesar de esto, las esporas pueden
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germinar al ser estimuladas por los exudados radicales de sus hospedantes (Gordon, 2017).
Steinkellner et al., (2008) reportan que la germinacion microconidial de cepas patogénicas de
F. oxysporum f. sp. lycopersici es estimulada por los exudados radicales del tomate, de lo que
se deriva una especificidad del patégeno hacia el hospedante. Esta fase es influenciada por la
temperatura y humedad ambiental, ya que la germinacion y alargamiento del tubo
germinativo se ven favorecidos por una temperatura de 25-30 °C con una retencion de
humedad del suelo del 40% y con disponibilidad de nitrégeno organico (El-Abyad et al.,
1971). En condiciones controladas se ha determinado que Fusarium oxysporum f. sp. glycines
se desarrolla en temperaturas 6ptimas de 22-28 °C, con humedad relativa del ambiente mayor
a 80% y con un pH del sustrato de 4 a 7 (Balasu et al., 2015).

La infeccidn de las raices es el siguiente paso en el ciclo y se desconoce con exactitud como
se da el acceso de Fusarium a la raiz, ademas de que la interaccion del patdgeno con su
hospedante esta sujeta a cambios en funcion de las condiciones ambientales (Gordon, 2017).
Las esporas germinan en la rizésfera y el tubo germinativo crece hacia la raiz, una vez que
empieza el crecimiento de la hifa el apresorio penetra la raiz en las células protodérmicas de
la zona meristematica y en las células rizodérmicas de la zona de elongacion, favorecido por
una temperatura de 28 y 30 °C (Rodriguez y Mendgen, 1995). La infeccion se ve favorecida
por mecanismos como la produccién de enzimas por parte del patdgeno para degradar la
pared celular del hospedante y facilitanr la colonizacién de tejidos (Magliano y Kikot, 2013).
Una vez que las hifas invaden y cruzan la epidermis, avanzan hacia los vasos del xilema a
través de los espacios intercelulares del parénquima y cuando el xilema es colonizado, los
vasos se taponean o degradan y como resultado las plantas manifiestan marchitez (Zhang et
al., 2015).

Estrategias de manejo para la marchitez de la vainilla

Uno de los problemas mas dificiles de controlar son los organismos fitopatdgenos presentes
en suelos cultivados; y en el caso de Fusarium spp., éste tiene una amplia distribucién y su
capacidad para inducir enfermedades lo convierte en un fitopatdgeno relevante, causante de
marchiteces (Gonzélez et al., 2014), como F. oxysporum que induce la marchitez en algunos
cultivos (Demers et al., 2015). Para el manejo de estos microorganismos patdgenos se han
desarrollado practicas culturales, legales, de control bioldgico, resistencia genética y control
quimico, siendo éste ultimo el méas utilizado. El uso de fungicidas quimicos para controlar
enfermedades causadas por Fusarium spp., tiene un efecto negativo en el medio ambiente y

en la microbiologia del suelo. Como consecuencia del uso desmedido de fungicidas, algunos
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hongos han logrado generar resistencia como el caso de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia
solani resistentes a Benzomyl 500 y Rhizolex-T y Homai WP (Rubio et al., 2008).

Un solo método para el control de enfermedades causadas por Fusarium no es efectivo, por lo
que se deben estar generando nuevas estrategias de manejo para aplicarlas de una manera
conjunta y no de manera aislada. Se debe garantizar la sanidad de los cultivos y sobre todo
que se llegue a un equilibrio en la poblacién de microorganismos en los suelos cultivados y
que los patdgenos se mantengan en niveles donde el impacto econémico sobre los cultivos sea
minimo (Zavaleta, 1999). Las alternativas que actualmente se han desarrollado para el manejo
de la marchitez por Fusarium con origen en el suelo tienen un enfoque de manejo integrado
(Pulido et al., 2012).

En la produccion de vainilla se habla de un manejo sustentable del cultivo en el cual las
practicas para el control de las enfermedades consisten en manejo de la densidad de
poblacion, regulacion de la luz-sombra (Azofeira et al., 2014), aplicacién de materia orgénica,
empleo de esquejes sanos en nuevas plantaciones, establecimiento de parcelas en terrenos con
buen drenaje, evitar la sobrepolinizacion (Herndndez, 2011); aplicacion de composta y
vermicomposta (Gonzalez et al, 2016), empleo de hibridos resistentes, y conservacion en
bancos de germoplasma resistente y silvestre para mejoramiento genético (Bello et al., 2015).
También se propone como medida dentro de un programa de manejo integrado el cultivo in
vitro, el cual es una técnica ampliamente utilizada para obtener plantas libres de patdégenos
tanto en vainilla y otros cultivos. Mediante esta técnica también se pueden obtener altas
densidades de plantas en un tiempo relativamente corto y con el desarrollo de hibridos se
puede incrementar la variabilidad genética en poblaciones de vainilla (Menchaca et al., 2011).
Para el manejo de la marchitez causada por F. oxysporum f. sp. vanillae se han reportado
como alternativas la aplicacion de microorganismos con capacidad antagonista bajo
condiciones in vitro, tales como Bacillus subtilis, Pseudomonas flourescens y Trichoderma
harzianum que tienen un efecto inhibidor en el crecimiento del patogeno (Gangadhara et al.,
2010). En suelo de la rizosfera de vainilla existen poblaciones de microorganismos en
convivencia con los patdgenos de las raices sobre las que ejercen una funcién antagonista.
Trichoderma spp., y Pseudomonas spp., al ser inoculados de manera conjunta a las plantas
activan sus mecanismos naturales de defensa, producen sustancias promotoras del crecimiento
y compiten con los patdgenos por espacio y nutrientes (Sandheep et al., 2012). Algunas cepas
de F. oxysporum so6lo viven como saprofitos en la rizosfera y se les conoce como no-
patogénicas y han mostrado varios modos de accion como competencia por nutrientes en el

suelo, reduccion de la germinacion de clamidiosporas, competencia por sitios de infeccion
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sobre la raiz, y al invadir las raices inducen resistencia sistémica (Kaur et al., 2010). Otros
grupos de hongos de importancia ecoldgica con potencial para el manejo de enfermedades son
los endofitos y las micorrizas. Los endofitos son aquellos que colonizan el tejido vivo sin
causar un dafo de manifestacion inmediata (asintomaticos) estableciendo interacciones
simbidticas de parasitismo, comensalismo y mutualismo (Stone et al., 2017) y algunos acttan
como promotores del crecimiento y resistencia de la planta (Kaur et al., 2010).

Por otra parte, las micorrizas son aquellos que colonizan los tejidos, pueden realizar su fase de
esporulacién (conidiogénesis) en el suelo, ayudan a la planta a adquirir nutrientes del suelo
poco disponibles para ellas y compiten por espacio con los fitopatdgenos (Stone et al., 2017).
En orquideas, el grupo de hongos benéficos mas estudiados son las micorrizas, muchas de las
cuales son indispensables para la germinacién de semillas de orquideas y se han documentado
en la mayoria de los casos al género-forma Rhizoctonia en raices, especialmente en el género
Vanilla. También se han reportado las fases sexuales Ceratobasidium, Thanatephorus y
Tulasnella asociados a las raices (Otero et al, 2002). La fase sexual (teleomorfo) mas comun
en raices de vainilla es Ceratobasidium y su importancia radica en que funciona como
promotor del crecimiento (Porras y Bayman, 2007). También se ha encontrado de manera
frecuente a otros enddfitos como especies de Colletotrichum, Fusarium, Pestalotiopsis,
Phomopsis, Trichoderma y Xyllaria (Chen et al., 2012).

Diversos trabajos se han realizado sobre el control de patdégenos de las raices como resultado
del efecto de suelos supresivos, proceso en el que hay una disminucién de las poblaciones de
organismos patogenos por efecto de antibiosis, parasitismo, depredacion y/o competencia
(Cha et al., 2015). También se reporta que las propiedades fisico-quimicas del suelo
incluyendo pH, materia organica y contenido de arcilla influyen directa e indirectamente en la
capacidad supresiva de la enfermedad a través del impacto sobre la actividad microbiana del
suelo (Chandrashekara et al., 2012; Xiong et al., 2017).

Epidemiologia

Las epidemias tienen un determinado comportamiento durante su desarrollo, por lo cual su
impacto y las pérdidas que ocasionan estdn en funcion del progreso e intensidad de la
enfermedad que causan. Son fendmenos ciclicos (ciclos repetidos del desarrollo del patégeno
en relacion al hospedante y condiciones ambientales) y se pueden describir como epidemias
monociclicas, policiclicas o poliéticas y su comportamiento también esta en funcion del
sistema de produccion de cada region (Arneson, 2006). Conocer el comportamiento de una

epidemia permite determinar pardmetros como la tasa de incremento de la enfermedad, la
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dinamica de la incidencia y la severidad en el tiempo y el espacio en relacion a la fenologia
del cultivo y las condiciones del ambiente, lo cual puede modelarse para establecer el
progreso de la epidemia y mediante esto, elegir una medida de control adecuada, y la mejor

estrategia de manejo para la enfermedad (van der Plank, 1963).

Importancia de las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos
Los hongos patégenos de plantas se encuentran distribuidos en todo el mundo y son de

importancia ecologica y econdmica debido a que causan enfermedades destructivas en
cultivos agricolas y poblaciones silvestres de plantas. La virulencia de éstos hongos es
favorecida por la produccion y secrecion de enzimas que facilitan la infeccion (de Guillen et
al., 2015). Constituyen el grupo mas numeroso de fitopatdgenos y causan dafios que
inicialmente se presentan a niveles bajos (pocas plantas y poco tejido afectados) y se vuelven
de interés econdémico cuando su incidencia y severidad incrementan con el tiempo (Arneson,
2006).

La enfermedad se produce exitosamente cuando se da la interaccion de un patégeno virulento
sobre un hospedante susceptible, influenciado por factores ambientales conducivos (Arauz,
1998). A escala global o continental las enfermedades han logrado establecerse debido a las
diferentes capacidades de los patogenos de plantas, como en el caso de algunos hongos que
tienen capacidad para dispersase a largas distancias y muchas plantas han sido redistribuidas
desde sus lugares de origen a otras regiones, lo cual ha contribuido al brote de epidemias
devastadoras en poblaciones de hospedantes sumamente susceptibles (Brown y Hovmoller,
2002).

Una epidemia que ha provocado dafios devastadores en la historia de la humanidad tanto
fitopatoldgicos, sociales y econdmicos es el tizon tardio de la papa, causado por
Phythopthora infestans que fue introducido a Europa en 1845 de donde se extendid a
diferentes paises hasta llegar a Irlanda, pais en el cual toda la poblacion subsistia de dicho
tubérculo. La destruccién de campos cultivados alcanzo niveles catastréficos (Reader, 2009).
Turner (2005), menciona que la consecuencia de esta pandemia fue una hambruna que
provoco la muerte de alrededor de un millon de personas y el resto de la poblacion irlandesa
se vid obligada a migrar a otros paises, principalmente Estados Unidos de América. En la
actualidad P. infestans sigue siendo el principal patdgeno de importancia en el cultivo de

papa, su evolucion ha generado diversidad genética de la especie (Yoshida et al., 2013) y con
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capacidad para causar enfermedad en otros hospedantes econémicamente importantes como el
jitomate y otras solanaceas (Becktell et al, 2006).

Otra epidemia causada por un hongo surge en 1970, época en la que casi el 85% de los
campos de maiz en Estados Unidos de América estaban sembrados con un solo genotipo de
maiz conocido como maiz citoplasmatico masculino estéril de Texas (Tcms) el cual resulto
sumamente susceptible al hongo Bipolaris (syn. Helminthosporium maydis) raza T (tizon
surefio de la hoja del maiz). Este patdgeno empezd a invadir las areas maiceras donde las
condiciones meteoroldgicas de alta humedad, mas las caracteristicas del hospedante,
permitieron que la epidemia se propagara y devastara del 50-100% de las areas cultivadas con
maiz. Las pérdidas econdmicas se valoraron alrededor de mil millones de dolares y se
considera que la pérdida real de alimento fue mayor que la causada por Phytopthora infestans
en Irlanda (APS, 2017). Actualmente B. maydis predomina en zonas con climas tropical
hamedo, templado y con temperatura ambiental de 20 a 30 °C y se ha convertido en una de
las enfermedades mas prevalentes y severas del maiz en China, Filipinas, India, Indonesia,
Kampuchea, Nepal, Pakistan y Vietnam (Singh y Srivastava, 2012). Otras enfermedades
causadas por hongos y que se han convertido en epidemias devastadoras son P. parasitica y
P. cinnamomi causantes de la devastacion del castafio americano (Castanea crenata) en
Estados Unidos, la mancha foliar del trigo por Micosphaerella graminis, originaria de México
y que se extendid a diversos paises (Giraud et al., 2010).

Otro organismo derelevancia ecoldgica y economica por la destruccion que ha causado, es el
Oomycete P. cinnamomi el cual provoco provocd la destruccion de poblaciones naturales de
Eucaliptus marginata en Australia y hasta 1971 habia provocado la devastacion de
aproximadamente 121,401.7 ha y también tuvo la capacidad la capacidad para infectar otras
poblaciones de especies de plantas endémicas (Dell et al, 2005). Para el afio 2002 el area
afectada ascendid a 2 millones de hectareas (Gobierno de Australia, 2017). La roya del tallo
en trigo (Puccinia graminis f. sp. tritici raza Ug99) es otra epidemia que causa Severas
pérdidas cuyo origen se registré en Uganda en 1999 y es la Unica raza conocida que presenta
virulencia a un gen de resistencia (Sr 31) del trigo. En Kenia y Uganda se registraron pérdidas
en el rendimiento de hasta el 80% (More et al., 2017). En 1869 en Africa oriental se
describid la roya del cafeto (Hemileia vastatrix) como una epidemia devastadora y que se ha
extendido por Africa, América y Asia donde causa pérdidas altamente significativas en el
rendimiento (Talhinhas et al., 2017).

Tanto en agroecosistemas como en sistemas naturales, las epidemias causadas por hongos han

generado importantes impactos en cultivos agricolas y poblaciones de arboles forestales, lo
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que ha generado serias consecuencias tanto econdmicas como politicas. La epidemiologia ha
desarrollado herramientas y metodologias que permiten entender el comportamiento temporal
y espacial de las enfermedades, con el objetivo de brindar el conocimiento que permita
establecer un buen manejo de éstas (Balasu, 2009). Las epidemias cada vez son mas comunes
en los sistemas de produccion agricola y a través del tiempo se presentan nuevas
enfermedades infecciosas reemergentes que afectan a los ecosistemas naturales a ritmos
acelerados como respuesta al incremento de la movilidad humana, el cambio climatico y la

creacion de nuevas condiciones del habitat (Meentemeyer et al., 2012).

Importancia de las epidemias en cultivos tropicales
Se considera que los ecosistemas mas antiguos se encuentran en los trépicos y se caracterizan

por ser megadiversos, altamente evolucionados y poco comprendidos. Sus condiciones
ambientales y la presencia de un hospedante susceptible por largos periodos de tiempo al dafio
causado por organismos fitopatégenos favorecen el desarrollo de enfermedades que con el
tiempo su manejo se vuelve dificil (Ploetz, 2007. EI 70% de las enfermedades de las plantas
son causadas por hongos, y en los agroecosistemas tropicales las epidemias se convierten en
problemas muy serios debido a que la mayoria de los cultivos son perennes. Un ejemplo es la
marchitez causada por Fusarium oxysporum y sus diversas formas especiales que en sistemas
anuales es una de los principales problemas con origen en el suelo, y en cultivos tropicales
éste patdgeno puede causar devastaciones severas (Ploetz, 2007).

La mayoria de los estudios epidemioldgicos se han desarrollado en un amplio grupo de
patdgenos de la parte aérea de la planta como el caso de C. gloeosporioides, F. oxysporum, H.
vastatrix, M. fijiensis y Oidium manguiferae, (Mora et al, 2014). Para el caso de patégenos de
la raiz las investigaciones se han enfocado a Phytopthora, Phymatotrichum, Pythium vy
Rhizoctonia por su amplia distribucion y rango de hospedantes. Hace falta desarrollar
investigaciones con enfoques integrados, ecoldgicos y por periodos de tiempos largos (10
afnos al menos), que permitan obtener un conocimiento completo sobre el comportamiento
espacio-temporal de las epidemias causadas por estos patogenos de las raices (Rodriguez,
2001).

El estudio de las epidemias causadas por hongos fitopatdgenos son de importancia porque
ademas de afectar a las poblaciones de plantas producen pérdidas de rendimiento y
econdmicas en cultivos agricolas, con alto impacto social (James, 1974). Los dafos y las

pérdidas son mayores en los monocultivos comparado con sistemas de produccion
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intercalados (Thurston, 1992) y los patégenos de cultivos perennes tienen la capacidad de
acumular in6culo para generar nuevas infecciones (Ploetz, 2007). En el caso de la roya del
cafeto (H. vastatrix) hasta el 2005 habia afectado el 71.4% de los genotipos de cafe
(Alvarado y Moreno, 2005). EI mal de panama (F. oxysporum f. sp. cubense raza 4)
representa otra epidemia de alto impacto en el cultivo de platano, la cual durante el periodo de
1993-2003 causé pérdidas econdémicas de alrededor de 11 millones de ddlares en Lampung,
Indonesia y actualmente es una enfermedad cuarentenada (Sotomayor, 2012).

En las regiones tropicales y subtropicales se producen los cultivos de cafia de azUcar, citricos,
mango, platano y pifia y recientemente en las regiones tropicales de México se reportan
también como cultivos econémicamente importantes al cacao, estevia, jatropha, hule, palma
de aceite, palma de coco, pimienta y vainilla. Algunos de estos cultivos perennes son de
reciente introduccién en zonas donde no se cultivaban (del Castillo, 2011). Ploetz (2003)
menciona como importantes a las anonaceas, carambolo, gradadilla, litchi, mangostan,
maracuya y papaya. Algunos de estos cultivos son endémicos y son afectados por diferentes
enfermedades cuyos agentes patdgenos han coevolucionado con su hospedante en diferentes
patosistemas; mientras que las enfermedades mas severas son causadas por patdgenos de
nuevo encuentro para los cuales se deben desarrollar estrategias de manejo efectivas y
duraderas (Ploetz, 2007).

En el estudio de las epidemias, considerar los aspectos ambientales como temperatura y
humedad es de vital importancia para entender las diferentes interacciones que se dan en los
agroecosistemas y lograr establecer estrategias para un manejo con enfoque holistico o
agroecoldgico (Cilas et al., 2015).

Importancia de la epidemiologia en el manejo integrado y ecoldgico de las enfermedades
causadas por patdgenos de las raices
El suelo es un habitat que favorece el crecimiento de una gran diversidad de

microorganismos, frecuentemente se encuentran mas bacterias y hongos, y algunos de éstos
tienen la capacidad de inducir enfermedades en las plantas (Lucas, 2006). En el caso
particular de los hongos, su comportamiento en el suelo como patégeno de raices se ha
convertido en un caso de estudio complejo que inolucra la ecologia de estas interacciones
(Park, 1963). Se considera que estas relaciones funcionales que los hongos patégenos de las
raices y sus hospedantes establecen en el tiempo y espacio tienen importancia ecoldgica y
epidemioldgica. Desde un enfoque epidemioldgico dos funciones que explican dicho

comportamiento son, la Curva de Crecimiento de la Enfermedad y la Curva de Dafio
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(Rodriguez, 2001). La curva de crecimiento de la enfermedad representa la incidencia
(numero de individuos enfermos) y la severidad (grado de dafio) a través del tiempo (van der
Plank, 1963). Esta curva de progreso temporal se puede interpretar y cuantificar mediante
modelos de crecimiento, o del célculo del area bajo la curva o aplicando el analisis de
varianza de mediciones repetidas en el tiempo (Zadocks, 1971; Madden et al., 2007). La
curva de dafio es una funcion entre la intensidad de la enfermedad (incidencia y severidad) y
el rendimiento o pérdida de produccion del hospedante provocada por el patdgeno. Esta curva
de dafio estd compuesta por cinco fases. La primera es la zona de tolerancia (la intensidad de
la enfermedad no causa reduccion del rendimiento), la segunda es un nivel critico o umbral
fisiologico de dafio (el rendimiento disminuye levemente porque la planta aln presenta cierta
capacidad de compensacion), la tercera fase es de descenso donde hay un decremento abrupto
del rendimiento al incrementar la severidad, la cuarta fase es de competencia (el descenso en
el rendimiento por unidad adicional de plaga va disminuyendo por competencia dentro de la
misma poblacion patdgena), y en la etapa final la enfermedad alcanza su nivel maximo y ya
no ocurre una disminucion adicional del rendimiento (Arauz, 1998).

Las epidemias y muchos otros procesos bioldgicos son comportamientos dinamicos en la
naturaleza y se caracterizan por el cambio en una variable con respecto al cambio de otra,
tanto en el tiempo como en el espacio. Particularmente una epidemia es caracterizada por el
cambio en la intensidad de la enfermedad en relacion al cambio en el tiempo, dicho cambio es
comunmente llamado tasa, esta representada por la letra r, y es fundamental para comprender
y describir el comportamiento temporal de la enfermedad (Campbell y Madden, 1990). En el
caso de la dindmica espacial de las enfermedades causadas por organismos fitopatdgenos,
también se mide la dispersién de las epidemias en relacién a la distancia, aplicando modelos
empiricos y/o modelos fisicos (Kranz y Rottem, 1991).

Conocer el comportamiento dinamico y espacio-temporal de las enfermedades es
indispensable para poder generar estrategias de manejo e incluirlas dentro de un plan
integrado con enfoque holistico y agroecoldgico.

Algunos ejemplos de enfermedades causadas por patdégenos de las raices, y que se han
estudiado bajo un enfoque epidemioldgico son los realizados con el Oomyceto P. cinnamomi
que provoca la enfermedad que en México se le conoce como tristeza del aguacatero y en un
trabajo sobre manejo integrado realizado en Atlixco, Puebla durante siete afios, se determind
gue la incidencia de éste patdgeno disminuyd significativamente mencionar que aspecto
epidemioldgicos se considraon y que estrategias aplicaron (Téliz et al., 1992). Otro ejemplo

es el caso de arboles comerciales de abeto (Abies fraseri) evaluo la incidencia y mortandad de
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plantas en tres y cuatro afios, y se determind que las plantas enfermas presentaban una
disposicion espacial en agregacion, y este comportamiento de la enfermedad estuvo en
funcién de las condiciones de sequia (Benson et al., 2009).

P. cinnamomi también es patdgeno en sistemas naturales, en el suroeste de Australia ha
causado una de las epidemias mas devastadoras en los bosques naturales de Eucaliptus
marginata y Banksia, en el bioma forestal de Banksia. En éste patsistema el in6culo viable se
encuentra en la superficie del suelo durante la primavera, durante el verano es mas frecuenta a
los 30 cm bajo la superficie del suelo y en invierno es mas frecuente a un metro de
profundidad y su comportamiento espacial el indculo se presenta en agregados (Shearer et al.,
2010).

Otro hongo patdégeno de las raices de relevancia econémica por los dafios que ocasiona en las
zonas templadas es Sclerotium cepivorum agente causal de la pudricion blanca de la cebolla y
uno de los principales problemas que limitan la produccién de esta lilidcea. En investigacion
realizada en el cultivo de la cebolla en la Regién del Bajio en México (Ponce et al., 2008) se
determind su comportamiento temporal bajo tres densidades diferentes de indculo (baja,
media y alta); las epidemias resultantes se ajustaron a diferentes modelos de crecimiento, se
determing la tasa de incremento y se reportd que a mayor densidad de in6culo la incidencia
maxima de la enfermedad se presenta en etapas tempranas del cultivo. Conocer estos aspectos
epidemioldgicos proporcionan mas informacién para entender y predecir el comportamiento

de la enfermedad y con ello establecer estrategias de manejo (Ponce et al. 2008).

Importancia de la epidemiologia en la enfermedad marchitez de raices y tallos en
vainilla
El patégeno causante de la marchitez de raices y tallo en la vainilla Fusarium oxysporum,

causa dafios severos cuando las temperaturas del ambiente son de 26 a 30 °C y cuando es el
periodo de lluvias (Sussela y Dhanesh, 2008). La infeccidn inicia cuando el hongo invade las
células de la raiz, ocasionalmente puede penetrar por la epidermis pero la invasion ocurre mas
facilmente cuando existe una herida y el dafio avanza desde la parte apical de las raices hacia
la base o cuello de la planta dando origen a una pudricion. Como consecuencia la planta
presenta una marchitez. El estrangulamiento del tallo y muerte de la planta puede ocurrir a los
15 dias después de iniciada la infeccion (Xia-Hong, 2007). En plantaciones ubicadas en la
India, la incidencia de la enfermedad puede presentarse del 50 al 100% vy los sintomas mas

frecuentes son pudricion de raices, tallos y marchitez (Sussela y Danesh, 2008).
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El pH del sustrato y la temperatura son determinantes para el crecimiento y desarrollo de los
hongos que habitan el suelo y se ha demostrado que la temperatura éptima para el crecimiento
en condiciones artificiales son de 25 °C para F. oxysporum y 28 °C para F.solani; ambos
patogenos crecen en un pH entre 5.0 y 6.0 (Gangadhara et al., 2010). La temperatura éptima
para a la cual se da la infeccidn por Fusarium es de 25-28 °C (Booth, 1971).

La incidencia de la enfermedad esta influenciada por el sistema de produccion y los mayores
dafos de la marchitez por F oxysporum se da en el sistema tradicional con un 50% de
incidencia y mayores niveles de severidad en comparacion con los sistemas intensivo y
temporal (S&nchez et al., 2001). La severidad esta determinada por la variacion patogénica e
izoenzimatica de las cepas de Fusarium causantes de la marchitez y pudricion de raices
(Adame et al., 2011). La incidencia de la enfermedad esta en funcion del indculo presente en
el suelo, con el transcurso de los afos.

Actualmente los estudios de la marchitez en vainilla, han estado enfocados a la
caracterizacion, virulencia, filogenia y control del patégeno; sin embargo, existen escasos
trabajos e investigaciones sobre los aspectos epidemioldgicos de este patosistema en los que
se analice el comportamiento temporal de la incidencia y severidad en relacion al dafio en la
produccion y en relacién al manejo de los sistemas de produccién, asi como su vinculo con la

fenologia del cultivo y las condiciones climaticas.
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CAPITULO I.: EFECTO DE TRES SISTEMAS DE PRODUCCION DE Vanilla
planifolia Jacks. SOBRE LA MARCHITEZ DE LA VAINILLA, ASOCIADA A
Fusarium spp.

Héctor Gonzéalez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

1.1. RESUMEN

Se estudio la dinamica temporal de la enfermedad marchitez de la vainilla, bajo tres sistemas
de manejo: rustico (SR), convencional (SC) y con tutor naranjo (STN), en relacion a las
etapas fenologicas del cultivo y las condiciones climaticas. De cada sistema se eligié una
plantacion de seis afios de edad, en Papantla, Veracruz. Se seleccionaron 30 plantas en cada
parcela y durante seis muestreos periddicos de mayo a diciembre de 2016, se colectaron
raices y se evalud incidencia de Fusarium spp. y severidad en raices y densidad de indculo
(DI) en suelo de rizosfera. También se cuantifico biomasa de raices, nimero de frutos, hojas,
entrenudos, longitud de tallo y rendimiento. EI comportamiento temporal de la incidencia y
densidade in6culo fueron descritas por el modelo de crecimiento monomolecular, y la
biomasa de raices, hojas, entrenudos y longitud de tallo por el modelo logistico, en los tres
sistemas de manejo. El efecto del manejo se vié reflejado de manera significativa en la
severidad, biomasa y produccién. EI STN present6 el menor IS (25.1%) y ABCPE (529.1
%/dia) de severidad, la mayor tasa de incremento de la DI (r=0.023 colonias/dia) e incidencia
(r=0.006 %l/dia), menor pérdida de frutos (16.6%) y mayor rendimiento (150kg), siendo
estadiscamente diferente respecto al SR y SC. ElI SC presenté un IS (32.1%) y ABCPE
(1267.7) de severidad, mayor biomasa (r=0.024) y produccién intermedia (94kg). El SR fue el
mas afectado con IS (34.6%), menor biomasa (r=0.011) y mayor pérdida de frutos (62.5%).
Las maximas DI (8.9 x10° colonias/g de suelo de rizdsfera) e incidencia (86.7%) de
Fusarium, fueron favorecidas por la temperatura y humedad del ambiente; generando
infecciones a lo largo del ciclo de cultivo principalmente en las etapas de desarrollo de frutos
(junio y septiembre) y crecimiento vegetativo (diciembre), periodos en los que se presento un
incremento en la severidad. Las especies de Fusarium mas abundantes en todo el ciclo fueron
F. oxysporum y F. solani.

Palabras clave: vainilla, tasas de crecimiento, fenologia, densidad de indculo, severidad,

marchitez.
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EFFECT OF THREE CROP PROUCTION SYSTEMS Vanilla planifolia Jacks. ON
VANILLA WILT DISEASE ASSOCIATED TO Fusarium spp.

Héctor Gonzélez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

1.2. ABSTRACT

Vanilla wilt temporal dynamics was studied under different crop production systems, under
three crop production systems: rustic (RS), conventional (CS) and with orange tree as tutor
plant (OTS), in relation with the phenological stages of the crop and the climatic conditions.
A six-year-old plantation was chosen from each system in Papantla, Veracruz. Thirty plants
were selected in each plot and during six periodic samplings from May to December 2016,
roots were collected and was evaluated the incidence of Fusarium spp. in roots, severity and
inoculum density (ID) in rhizosphere soil. Root biomass, number of fruits, leaves, internodes,
stem length and yield were also quantified. The temporal behavior of the inoculum incidence
and density were described by the monomolecular model, and the biomass of roots, leaves,
internodes and stem length by the logistic model, in the three management systems. The
management effect was reflected significantly in the severity, biomass and yield. The OTS,
with respect to the RS and CS, was statistically different with the lower IS (25.1%) and
ABCPE (529.1 %/day) of severity, the higher rate of increase of the DI (r= 0.023
colonies/day) and incidence (r= 0.006 %/day); lower fruit loss (16.6%) and higher yield
(150kg). The CS presented an Sl (32.1%) and ABCPE (1267.7) of severity, higher biomass
(r=0.024) and intermediate production (94kg). The RS was the most affected with Sl (34.6%),
lowest biomass (r=0.011) and highest fruit loss (62.5%). A maximum DI (8.9x10° colonies/g™
of rhizosphere soil) and incidence (86.7%) of Fusarium, favored by the temperature and
humidity of the environment; generating infections throughout the cultivation cycle, mainly in
the stages of fruit development (June and September) and vegetative growth (December),
periods in which there was an increase in severity. The most abundant Fusarium species

throughout the cycle were F. oxysporum and F. solani.

Keywords: vanilla, growth rates, phenology, inoculum density, severity, wilting.
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1.3. INTRODUCCION

V. planifolia es una orquidea (Schliter et al. 2007) y la especie més utilizada en la produccion
comercial (Herrera et al. 2012) para la obtencion de extracto natural (Geissman, 1973). El
cultivo atual en la Region del Totonacapan se mantiene con escasa rentabilidad en pequefias
areas de 0.25 a 0.5 ha, en los diferentes sistemas de produccién (Cordova et al., 2016).

Los diferentes vainilles reciben précticas culturales de manejo para el buen desarrollo de las
plantas, control de enfermedades, dentro de ellas la nutricion y el enraizamiento de guias son
de vital importancia (Vargas y Gamez, 2014). En el caso de la nutricion, las plantas obtienen
nutrientes a partir de materia organica en descomposicion; en los vainillales se acostumbra
aplicar coberturas de compostas, vermicomposta o residuos de hojarasca de los tutores. El
espesor de las coberturas esta en funcion del sistema radical de las plantas y de la humedad,
debido a que en condiciones de exceso de humedad y coberturas espesas se favorece el
crecimiento de hongos causantes de pudriciones de raices. El enrizamiento de las guias
favorecen la obtencidn de agua y nutrientes, lo que permite el buen desarrollo de la planta
(Hernandez, 2011). También se ha determinado que los factores determinantes para el buen
desarrollo del cultivo en los sistemas casa sombra y tutor naranjo son la nutricién, humedad
relativa y polinizacion (Barrera et al., 2009).

En todos los sistemas de produccion y en todas las regiones del mundo donde se cultiva
vainilla, la poblacién de plantas y la produccion se ven seriamente afectadas por factores
biodticos y abidticos; y el principal es la marchitez causada por el hongo Fusarium oxysporum
f. sp. vanillae que provoca pudricién de raices y tallos (Pinaria et al., 2010). La temperatura'y
la humedad relativa son factores determinantes para el brote de la enfermedad, mismos que
hacen de la prevencion y el manejo una actividad dificil y costosa, sobre todo en sistemas
intensivos de produccién bajo casa sombra e invernaderos (Sussela y Dhanesh, 2008). El
estudio de estos factores ha permitido sugerir la importancia de realizar monitoreos para llevar
a cabo un buen manejo del cultivo (Ramos et al. 2017). Sin embargo, los estudios
epidemioldgicos sobre el comportamiento de la enfermedad son escasos, es por tal razon que
se desarrolld esta investigacion. El objetivo fue conocer el efecto de los sistemas de manejo
rastico, convencional (casa sombra) y tutor naranjo, sobre la dindAmica temporal de Fusarium
spp. asociado a la dinamica de la incidencia y severidad de la marchitez de la vainilla en
relacion a la fenologia del cultivo y las condiciones climaticas. Esto con el propdsito de
definir las etapas del cultivo de mayor susceptibilidad a la marchitez y proponer las mejores

estrategias para la prevencion y manejo de esta enfermedad.
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1.4. MATERIALES Y METODOS

141 Localizacion del area de estudio
Durante los meses de febrero y marzo de 2016, se realizaron muestreos en plantaciones de
vainilla en la region del Totonacapan, Veracruz, donde se seleccionaron tres vainillales
(Figura 4) establecidos bajo los sistemas de manejo rustico (SR), convencional (SC) y en tutor
naranjo (STN). Los tres huerto se seleccionaron en el municipio de Papantla, Veracruz, en
plantaciones de seis afios de edad.

1. La plantacion bajo manejo rustico se ubicod en la comunidad “Islas de Juan Rosas”
(coordenadas 20° 21" 28” N y 97° 11’ 3” W), establecida bajo malla sombra (al 50%),
teniendo como tutor arboles denominados pichoco (Erythrina sp.), sistema de riego
por microaspersion y un manejo fitosanitario precario (Fig. 1.1.A).

2. El vainillal con manejo convencional se ubic6 en la comunidad “Solteros de Juan
Rosas” (20° 20" 19” N y 97° 12" 4” W), establecido sobre arboles tutor pichoco, bajo
malla sombra (al 50%), riego por microaspersion, practicas basicas para el control de
plagas y enfermedades (podas de sanidad, aplicacién de extractos vegetales) y
aplicaciones periddicas de materia organica (Fig. 1.1.B).

3. El sistema establecido con arboles de naranjo como tutor se ubico en “Montafias de
Zaragoza” (20° 20" 41” N y 97° 10’ 21” W) donde las plantas de vainilla crecen
recibiendo el manejo que se le d& al huerto de naranjo (Figura 1.1.C); carece de
sistema de riego, por lo que depende de la época de lluvias. La principal préactica es el
control de malezas que se incorporan al suelo como materia organica y a los arboles se

les aplican abonos foliares y podas.

N L= - HH

Figura 1.1. Vainillales ubicados en Papantla, Veracruz: A) manejo rastico, B) manejo

convencional y C) manejo en tutor naranjo.
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1.4.2  Seleccion de plantas de vainilla para evaluacion
En cada huerto se seleccionaron 30 plantas de vainilla, con base a una observacion visual de
plantas sanas, plantas con severidad media (manchas necréticas en hojas y tallos,
amarillamiento) y severidad alta (plantas con abundantes manchas necroticas, amarillamiento
de hojas y tallos, pudricion de raices y tallo). En cada una de las plantas seleccionadas se
evalué: i) Incidencia y severidad de la marchitez (%) en raices, ii). Densidad de in6culo del
patdgeno en suelo de rizésfera (cantidad de propagulos g2), y iii). Biomasa de raices (g). Para

ello se realizaron seis muestreos durante el periodo mayo a diciembre de 2016.

1.4.3 Evaluacién de incidencia y severidad de la enfermedad en raices

De las raices seleccionadas de cada planta para la obtencion del suelo de rizdsfera y
evaluacion de la densidad de indculo del patdégeno, se tomd una muestra de 1.0 g de raices
con sintomas de marchitez y se lavaron con agua corriente, eliminando el exceso de suelo. A
partir de estas raices se cortaron 10 trocitos de 0.5 cm de longitud aproximadamente, se
desinfestaron en hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto, posteriormente se enjuagaron
tres veces en agua destilada estéril; se pusieron sobre sanitas estériles y se colocaron a lado de
la flama de un mechero para su secado. Una vez que los trocitos de raices se secaron, fueron
sembrados en cajas Petri con medio de cultivo semiselectivo Kerr (NaO3 2.0g; KH2PO4 1.0g;
KCL 0.5g; MgS047H,0 0.5g; FeSO4 0.005g; sacarosa J.T. Baker® 30g; Extracto de levadura,
BIOXON® 0.5g; Agar Merck KGaA® 15 g; Estreptomicina 0.001g; PCNB 0.1g; Rosa de
vengala 0.06 g; agua destililada 1000 mL) (Dhingra y Sinclair, 1987), las cajas se incubaron
en condiciones controladas de temperatura a 27°C y oscuridad. Ocho dias después de la
incubacion se cuantifico el nimero de trocitos de raiz donde crecieron colonias de Fusarium
spp., Y se hizo la separacion de diferentes aislamientos por sus caracteristicas morfolégicas,
siguiendo la metodologia usada en la cuantificacion de la densidad de indculo.

El porcentaje de incidencia en cada muestreo se estimo con la férmula modificada de Noriega
et al. (1999):

Numero de raices con crecimiento de Fusarium spp.,* 100

Incidencia (%) = - y
(%) Total de trocitos de raiz sembrados

Las raices totales obtenidas en cada muestro se observaron y evaluaron visualmente para
determinar los diferentes sintomas (tipo de dafio) que presentaron y definir el nivel de

severidad correspondiente. Se observaron seis diferentes sintomas que fueron:
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I

Pudricién

c
d. Necrosis

e. Raices huecas

Coloracion café
Pérdida de turgencia

f. Descortezamiento

Con base en esta sintomatologia observada en este estudio, se elaboré un Diagrama Estandar

de Severidad de siete clases o niveles con su respectiva descripcion (Cuadro 1.1). Para asignar

un porcentaje de severidad a las raices en cada muestreo, se obtuvo el punto medio de los

intervalos de cada clase y se asignd un valor especifico para cada clase del diagrama estandar
de severidad (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.1. Diagrama estandar de severidad usado en este estudio para evaluar el dafio

causado por la marchitez en raices de vainilla (Vanilla planifolia) (sin publicar).

Clase | Dafio (%) Descripcion
1 0 Raiz aparentemente sana y cuello de la planta sano
2 1-10 Coloracion café
3 11-25 Coloracion café + necrosis
4 26-50 Coloracién café + perdida de turgencia+ necrosis+ pudricién
Coloracién café + perdida de turgencia+ necrosis+ pudricion + raices
° P huecas + descortezamiento
6 76-99 Pudricion de raices + amarillamiento del cuello de la planta
7 100 Pudricidn total de raices+ planta muerta

Cuadro 1.2. Porcentaje general de dafio obtenido por el método de punto medio y usado en

este estudio para evaluar la severidad de la marchitez en raices (sin publicar).

Clase Rangos de dafio (%) Punto medio (%)
1 0 0
2 1-10 5.5
3 11-25 18
4 26-50 3
5 51-75 63
6 76-99 87.5
7 100 100
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1.4.4 Cuantificacion de la densidad de indculo en suelo de rizdsfera

De la zona de crecimiento radical, se recolecto el total de raices contenidas en un volumen de
500 cm?® de suelo (10x15x5cm). Las muestras recolectadas se guardaron en bolsas de papel, se
etiquetaron y fueron trasladadas al laboratorio de Ecologia y Epidemiologia de Patosistemas
de la Raiz, ubicado en el posgrado de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo.

Para cuantificar la densidad de indculo (DI) de Fusarium en el suelo de la rizdsfera, del
volumen de raices obtenido de cada planta se seleccion6 y peso 1.0 g de raices con sintomas
de marchitez, y sin quitar el suelo adherido a estas raices, se colocaron en un matraz que
contenia 99 mL de agua-agar al 0.2% (Agar-Agar microbiology, Merck KGaA®) y se agitaron
con un agitador (Vortex Genie®) durante cinco minutos, con la finalidad de obtener una
solucion madre de suelo de rizésfera. A partir de ésta solucion, se tom6 1 mL y se colocé en
tubos de ensaye que contenian 9 mL de agua-agar al 0.2%; se continu6 con las diluciones
hasta obtener la concentracion 103, De ésta concentracion se tomo un 1mL, se aplico en cajas
de Petri con medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar) (papa natural 200g; papa natural,
200g; Dextrosa, BD Bioxon® 12g; Agar-agar, Merck KGaA® 15 g; Agua destilada 1000 mL)
acidificado con acido lactico y se esparcio en toda la caja con una varilla de vidrio en forma
de L. Las cajas se incubaron a 27 °C y cinco dias después se hizo el conteo de colonias de
Fusarium spp., y se determind la cantidad de colonias g™ de suelo de rizosfera. Con base en
observaciones realizadas en el microscopio compuesto de las estructuras de los hongos, del
tipo de crecimiento y forma y coloracion de las colonias, se hizo una agrupacion de aquéllas
que presentaron caracteristicas similares; cada grupo se determiné como un morfotipo

diferente de Fusarium, hasta llevar a cabo su identificacion taxondmica.

1.45 Evaluacion de la biomasa de raices
El total de raices recolectado por cada planta y fecha de muestreo, se lavé en agua de la llave
hasta eliminar el exceso de suelo. Se dej6 secar sobre papel destrasa en condiciones de
laboratorio (£22 °C) para quitar el excedente de agua. Posteriormente se colocaron en sobres
amarillos de y se secaron por tratamiento en horno de calor seco (Riosa®, 300°C) a 70 °C
durante 72 h y la estimacion del peso se hizo en una balanza digital (Ohaus®, capacidad 2100
X 0.1g).
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1.4.6 ldentiicacion morfologica de los hongos asociado a la marchitez vainilla
De las colonias de Fusarium sp. obtenidas a partir de suelo de rizésfera y raices se realizaron
preparaciones permanentes, se observaron sus caracteristicas morfologicas con un
microscopio compuesto y se identificaron de manera general a nivel de género con base en las
claves taxondmicas de Booth (1971) y las méas frecuentes a nivel de especie de acuerdo a
Holliday (1995) y el manual de Leslie and Summerell (2006).

1.4.7 Evaluacion de la fenologia de la vainilla
Durante el periodo mayo a diciembre de 2016, en la poblacion de plantas (30) de cada huerto
se llevo a cabo la observacién de los procesos cambios fenologicos de la planta de vainilla,
anotandose el periodo de las etapas de crecimiento vegetativo, inicio del brote de yemas
florales, inicio de la floracion, polinizacion, desarrollo de frutos y cosecha. También se
considerd informacién precisa con base en los registros realizados por los productores, de

cada una de dichas etapas.

1.4.8 Muestreo y evaluacion del crecimiento y desarrollo del hospedante
De cada planta de la poblacion seleccionada (30) se seleccion6 un tallo en crecimiento en la
cual se cuantificé el numero de hojas, nimero de entrenudos, longitud del tallo; a cada planta

también se le evalu6 el nimero de racimos y frutos (después de la polinizacion).

1.4.9 Evaluacion de la caida de hojas y frutos
En cada fecha de evaluacion se cuantificd el nimero de hojas que presentaron sintoma de
amarillamiento y caida, también se cuantificaron los frutos caidos con el sintoma de
amarillamiento y pudricion. Para determinar el porcentaje de caida se utiliz6 la formula
general:
% de caida de hojas= (hojas caidas/total)*100
% de caida de frutos: (frutos caidos/total)*100

En rendimiento total de las plantas (kg) fue proporcionado por los productores.

1.4.10 Evaluacion de variables climaticas
Las variables climaticas de temperatura, humedad relativa y precipitacion, se obtuvieron en la
plataforma de la Red Meteoroldgica del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y

Agropecuarias (INIFAP), en la Estacion del Campo experimental Ixtacuaco, Tlapacoyan,
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Veracruz. Se obtuvieron las medias mensuales de cada variable durante el periodo enero-
diciembre 2016.

1.4.11 Analisis Estadisticos

1.4.11.1 . Analisis cuantitativo del comportamiento temporal de la incidencia y
densidad de in6culo
Los datos de la densidad de inoculo en suelo de rizésfera de la incidencia en raices, se
analizaron aplicando tres modelos empiricos de crecimiento temporal en su forma linearizada:
Logistico (In y/(1-y) = In (y0/1-y0) + r.t), Gompertz —In(-In y) =-In(-In yo) + rgt, vy
Monomolecular [In (1/1-y )]= In [(1/1-yo) + rmt)], de acuerdo a lo propuesto por Campbell y
Madden (990). La tasa de incremento de las epidemias para cada modelo: logistico (r.),
gompertz (rc) y monomolecular (rm) se estimaron aplicando el Modelo Lineal General
(GLM) utilizando el método de minimos cuadrados y usando el paquete estadistico SAS®
9.0. Se eligi6 el modelo que describié mejor el progreso temporal de la enfermedad en los tres
diferentes sistemas de manejo con base en los estadisticos: coeficiente de terminacion (R?),
cuadrado medio del error (CME), probabilidad del modelo (F), valor de los errores estandar
de los pardmetros Boy B1 Yy su nivel de significancia, y distribucion de los valores residuales.
Para el ajuste de la incidencia de Fusarium spp., en raices, se calcul6 la incidencia acumulada
ajustada a la ecuacion Yic=Yi/N (Noriega et al, 1999) donde Yic es la incidencia acumulada,
Yi es el nUmero acumulado de trocitos de raices con crecimiento de Fusarium en el tiempo iy

N es el total de trocitos de raices sembrados durante el ciclo.

1.4.11.2 Analisis cuantitativo de la severidad en raices causada por la enfermedad
marchitez

Los datos de porcentaje de dafio se sometieron a un andlisis de distribucion de frecuencias y
para ello se utilizd el paquete estadistico Microsoft Excel 2010®. Ademas, para cada sistema
de manejo y en cada fecha de muestreo se calculd el indice de severidad (S) mediante la
formula: IS= (3nv/N-1)*100 donde, IS=indice de severidad, n=nimero de plantas por cada
clase, v=valor de clase, N-1= nimero de clases empleados en la escala y T= numero total de
plantas por fecha de muestreo (Ramirez et al., 2012). Ademas, se calculd el area bajo la curva
del progreso de la enfermedad (ABCPE) por el método del trapezoide (Campbell y Madden,
1990).
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1.4.11.3 Comparacion de epidemias
Para determinar diferencias estadisticamente significativas de la incidencia y densidad de
indculo, bajo los diferentes manejos agrondémicos, se compararon las tasas de crecimiento
obtenidas en el modelo de mejor ajuste. Para los datos de cada variable se aplico la prueba
estadistica F para determinar si las varianzas fueron distintas o iguales. En el caso de la
severidad respecto al tiempo, las epidemias tse compararon con el indice de severidad;
también se compararon las areas bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)
promedio, obtenido para cada sistema de cultivo aplicando el método del trapezoide
(Campbell y Madden, 1990). La comparacién de la diferentes epidemias se hizo mediante una
prueba de t, con el paquete estadistico Microsoft Excel 2010® y para determinar diferencias
estadisticas significativas al 0.05 se aplicé la regla de decision propuesta por Infante y Zarate

(2013): existen diferencia significativa Si tc> tw2, n1+n20 Si tc< - trw2, n1 +n2-

1.4.11.4 Analisis cuantitativo de las variables de crecimiento y desarrollo del
hospedante.
Las variables nimero de hojas, entrenudos, longitud de tallo y biomasa de raices se ajustaron
a la funcion Logistica (Log (k/(k-y)) considerando una capacidad de carga maxima (Kmax)
especifica para cada variable y de acuerdo al valor maximo obtenido de cada variable en los
diferentes sistemas de manejo. Para determinar diferencias significativas se utiliz el

pardmetro de tasa (r) y se aplic6 una prueba de t.

1.4.11.5 Relacion de la densidad de in6culo, incidenciay severidad con las
variables del clima, crecimiento y desarrollo del cultivo.
Se realizaron diferentes analisis de regresion entre las variables densidad de indculo,
incidencia y severidad en relacion a las variables biomasa de raices, nUmero de entrenudos,
namero de hojas, longitud de liana, asi como en relacion a las variables climatoldgicas de
temperatura, humedad relativa y precipitacion pluvial. Para ello se aplic6 el Modelo Lineal
General usando el método de Minimos Cuadrados, y con apoyo del paquete estadistico SAS
V.9. De esta manera se determind la relacion entre los componentes del triangulo de la

enfermedad.
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1.5. RESULTADOS

1.5.1 Diagrama estandar de severidad
La aplicacion de la escala de severidad y la descripcion del dafio causado por la marchitez en
las raices de la planta de vainilla, permitieron desarrolar por primera para este cultivo vez un

Diagrama Estandar de Severidad de la Marchitez de la Vainilla (Figura 1.2).

lase 1 (0%) Clase 2 (5.5%) lase 3 (18%)

nc
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// N,

lase 4 (38%)

#

Clase 5 (63%) : lase 6 (87.5%) W‘ Y B Clase 7 (100%)

(i [

/
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Figura 1.2. Diagrama estandar de severidad para determinar el porcentaje de dafio con base
en la sintomatologia de la enfermedad marchitez, en el cultivo de vainilla (Clase 1= raiz sana,
clase 7= sistema radical y planta muerta), dc=decoloracion, ds=descortezamiento,
nc=necrosis, pt=pérdida de turgencia, pd=pudricién, rh=raiz hueca, rs=raiz sana, at=
amarillamiento del tallo y mp=muerte de la planta.
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1.5.2 Dinamica temporal de la severidad, incidencia y densidad de indculo de

Fusarium

La dinamica de la severidad del dafio en raices, fue diferente en dos sistemas de manejo. Sin

embargo, el SR presentd los mayores porcentajes a lo largo del ciclo del cultivo, el mayor IS

(66%) en el periodo mayo a junio (coincidié con el amarre de frutos). Disminuy6

significativamente de julio a agosto, mes donde se presentd el menor IS con 48.6% y volvié a

incrementar en octubre-diciembre; en este sistema se presentd muerte total de tres plantas en

julio, durante la etapa de desarrollo de los frutos. En el SC, el IS maximo fue 56.1% durante

agosto y disminuyé de octubre a diciembre. En el STN la severidad méaxima fue de 47.2% en

otubre, durante la etapa de desarrollo de los frutos, y en julio se present6 el menor IS con

34.3% (Figura 1.3). EI STN (25.1%) presento los porcentajes mas bajos de severidad en
comparacion con el SC (32.1) y SR (34.1) (Cuadro 1.3).
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Figura 1.3. Dinamica de la severidad (valores absolutos) en tres sistemas diferentes de

produccién de vainilla en Papantla, Veracruz.

Cuadro 1.3. Severidad promedio obtenida para cada sistema de produccion.

Sistema de Produccion

indice de severidad (%)

Rustico 34.6
Convencional 32.1
Tutor naranjo 25.1
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La incidencia absoluta de Fusarium en raices fue mayor en el vainillal STN con 86.7% en
agosto, durante el periodo de desarrollo y madurez de los frutos (Figura 1.3) y en esta fecha
se presentd una de las temperaturas medias mas altas de 27.06 °C y una humedad relativa de
84.3%. El huerto SR presentd 82.2% vy el huerto SC tuvo una incidencia de 79% en el mes de
diciembre, posterior a la cosecha cuando las plantas han finalizado el ciclo de produccion y
cuando la humedad relativa alcanz6 su maximo valor (91.3%) con temperatura de 21.3 °C y
por tanto ya no afecto la produccion y cosecha de ese ciclo 2016 (Figura 1.3). La incidencia
en general fluctio en cada fecha de muestreo. Julio fue el mes en el que disminuyé
significativamente en los tres vainillales con 55.7%, 60.7% y 65 % para los huertos SR, SC y
STN respectivamente. Las curvas de fluctuacion de la incidencia presentaron un patron
similar de comportamiento en los tres sistemas de manejo, con con una tendencia a
incrementar en los meses de Junio, Agosto y Diciembre que corresponden a las etapas de

desarrollo de frutos y crecimiento vegetativo (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Dinamica de la incidencia de Fusarium en raices (alores absolutos), en relacién a

las condiciones climaticas y fenologia el cultivo, en tres sistemas de produccién de vainilla.
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La densidad se comporté de manera similar en los manejos rastico y convencional, con
tendencia a incrementar en los mismos meses que la incidencia. La maxima cantidad de
colonias g* de Fusarium en suelo de rizésfera fue de 8.9 (x10%) durante Junio en el sistema de
tutor naranjo; en el mismo mes se presentaron los valores promedio més altos para el manejo
convencional y rustico con 5.7 y 5.0 (x10%) colonias de Fusarium g* de suelo de rizosfera.
Los valores més altos se presentaton en el STN en précticamente todas las fechas de muestreo
(Figura 1.5).
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Figura 1.5. Dinamica de la densidad de Fusarium en suelo de rizdsfera, en relacion al

clima del ambiente y a las etapas fenoldgicas de la vainilla.

1.5.3 Dinamica de la biomasa de raices en relacion a la fenologia
La biomasa de las raices mostré una tendencia a incrementar de mayo a agosto, en los tres
sistemas de manejo, que coincidié con la etapa fenologica de desarrollo de frutos; y disminuir
de manera significativa en octubre a diciembre (Figura 1.6), periodo en el que la incidencia de
Fusarium en raices incrementd. Este comportamiento favorecido por la precipitacion pluvial y

la humedad relativa del ambiente.
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Figura 1.6. Comportamiento temporal de la biomasa de raices del cultivo de vainilla en tres

sistemas de manejo, en Papantla, Veracruz.

1.5.4 Identiicacion morfoldgica de hongos asociados a raices de vainilla
Los aislamientos obtenidos de raices y suelo de rizdsfera y que se identificaron como
Fusarium spp., presentaron colonias de tipo algodonoso, de color blanco, amaillento y color
purpura, micelio hialino y septado. Macroconidios hialinos en forma de luna con tres a seis
septos. Microconidios hialinos sin septos o con un septo, clamidiosporas intercalares,
terminales y en pares. Las caracteristicas observadas correspondieron al género Fusarium
(Figura 1.7A), de acuerdo a Leslie y Summerell (2006).
Por otra parte, se obtuvieron aislamientos con micelio septado hialino y marrén, hifas
hialinas (formando células T), células monilioides globosas, subglobosas o elipsoidal, en
cadenas y ramificadas (Figura 1.7B), y de acuerdo a tales caracteristicas se decididé que
corresponden al género Rizoctonia (Chen et al., 2012), posiblemente del grupo de las
micorrizas de orquideas.
También se obtuvieron aislamientos que por sus caracteristicas morfolégicas de la colonia,
como el presentar conidi6foros ramificados, fidlides bulbosas con racimos de conidios,
conidios ligeramente ovoides y colonias verdosas, corresponde al género Trichoderma sp.
(Garcia et al., 2016).
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Figura 1.7. Morfologia de aislamientos: A) Macroconidios de Fusarium y B) células
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monilioides de Rhizoctonia.

Se obtuvieron 40 aislamientos diferentes de Fusarium de los cuales seis fueron los més
frecuentes en cada sistema de manejo (Figura 1.8), y los mas abundantes fueron los
alamientos agrupados como VF1 y VF2 con los porcentajes mas altos (Cuadro 1.4). La
identificacion molecular de estos dos aislamientos méas frecuentes la llevé acabo la Biol.
Yesica Aguirre Andrade en otra investigacion, quien los identifico molecularmente como F.
oxysporum y F. solani respectivamente, a partir de aislamientos de raices recolectadas en el
muestreo correspondiente a marzo de 2017. Las secuencias se depositaran en la base de datos
del GenBank.

Figura 1.8 Aislamientos de Fusarium maés frecuentes en raices de vainilla: 1) VF1, 2) VF,, 3)
VF3, 4) VF4, 5) VFs, 6) VFe.
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Cuadro 1.4. Porcentaje (%) de incidencia de aislamientos de Fusarium asociados a raices de vainilla en tres sistemas diferentes de manejo.

. . N . Microorganismo SR SC STN
Aislamiento Descripcion de la colonia
%) | (%) | (%)
Micelio aéreo abundante, algodonoso y color blanco a ligeramente color .
. . . . Fusarium oxysporum
lila. En medio PDA, el reverso de la colonia blanco y posteriormente a .
VF: . . . . - e ( Leslie y Summerell | 31.64 | 32.12 | 31.15
tonalidad lila. Abundantes macroconidios, microconidios. Polifialides 2006)
cortas; clamidiosporas intercalares y terminales. ’
Micelio aéreo grumoso, color amarillento. El reverso se torné de color | Fusarium solani(
VF; cremoso. Macroconidios, microconidios abundantes y clamidosporas | Leslie y Summerell, | 19.05 | 21.13 | 18.21
intercalares, teminales y solitarias. 2006)
Micelio aéreo escaso, de color parpura y creciendo pegado al medio de
VF3 cultivo. Reverso de la colonia color pdrpura. Macroconidios no Fusarium sp. 11.2 | 1471 | 13.72
abundantes, microconidios y clamidosporas abundantes.
Micelio aéreo algodonoso, blanco y posteriormente morado. Revés de la
VF4 colonia color morado, abundantes macro y microconidios. Clamidosporas Fusarium sp. 8.43 7.78 | 8.72
escasas.
Micelio color blanco, algodonoso. Revés de la colonia color blanco.
VFs Escasos macroconidios, microconidios abundantes y clamidosporas Fusarium sp. 6.12 | 541 | 6.92
escasas
Micelio aéreo abundante color mel6n, y el reverso de la colonia de la
VFe misma tonalidad. Escasos macroconidios. Abundantes microconidios y Fusarium sp. 4.5 4.9 59

clamidosporas.

SR=sistema rlstico SR=sistema convencional STN= sistema tutor naranjo.
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1.5.5 Evaluacién de la fenologia
En lo que corresponde a las observaciones realizadas en el presente trabajo en los tres
sistemas de produccion, la fenologia de la vainilla se dividié en seis etapas identificadas como
(Figura 4.7):

crecimiento vegetativo,

brote de yemas florales,
floracién y polinizacion,
amarre de frutos,

desarrollo,

© a0k~ 0w N e

madurez de frutos y cosecha.

1. La fase vegetativa corresponde al crecimiento de tallos y al aumento en el nimero de hoja;
éste crecimiento es continuo durante todo el afio pero es mas intenso en los meses de Agosto a
Octubre. 2. Durante la Gltima semana de Enero y la primera de Febrero, empiezan a brotar la
yemas florales que daran origen a la inflorescencia o racimo; al cuantificar una muestra de 15
racimos se obtuvo que pueden formar de 4 a 32 botones, los cuales brotan y maduran de
manera escalonada en el tiempo. 3. La tercera etapa es la floracion y polinizacion, se presenta
de manera activa durante todo el mes de Marzo, ésta es la fecha de mayor floracion y de vital
importancia; el proceso es efimero, es decir, las flores sélo duran pocas horas por lo que la
polinizacién se realiza de manera manual (artificial) durante las primeras horas del dia
(generalmente de 7:00-12:00 a.m.). Sin embargo, en el huerto de manejo convencional las
primeras flores se registraron el 23 de Febrero (los productores le llaman floracion precoz);
por otra parte, en los tres sistema de produccion se presentaron flores ain en la primera
semana de Mayo y son conocidas como tardias; esta situacion coincide con lo descrito por
Soto (2009). 4. El amarre de los frutos sucedio inmediatamente después de la polinizacion en
el periodo Marzo-Abril y se extendid hasta Mayo; este proceso se traslapa con la floracion.
Cabe mencionar que una practica importante del manejo agronémico en el cultivo de vainilla
es el raleo, que consiste en dejar de 6-7 frutos (ya amarrados) por racimo y cortar el apice para
detener la floracion escalonada y asegurar frutos de buena calidad. 5. El desarrollo de los
frutos es el proceso mas largo, y se ubico de manera activa en los meses de Mayo a Octubre.
6. La ultima etapa fenoldgica es la madurez de los frutos y es cuando se lleva acabo la
cosecha, la cual se realiza durante la primera y segunda semana de noviembre, finalizando asi

un ciclo que dura nueve meses (marzo a noviembre), a partir de la floracion (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Representacion de la fenologia de Vanilla planifolia Jacks., compuesta por seis
etapas: 1. crecimiento vegetativo, 2. brote de yemas florales, 3. floracion y polinizacion, 4.

amarre de frutos, 5. desarrollo de frutos y 6. madurez.

1.5.6 Muestreo y evaluacion del crecimiento y desarrollo del hospedante
De manera general, el sistema convencional presentd los promedios méas altos de entrenudos,
hojas y longitud de tallo. Sin embargo. Sélo la biomasa de raices presento diferencias

significativas (Cuadro 1.5).

Cuadro 1.5. Promedios generales de las variables de crecimiento y desarrollo de la vainilla,

en tres sistemas de manejo.

Variables del hospedante
) Biomasa de NUmero de NUmero | Longitud de
Sistema .
raices (g) entrenudos de hojas tallo (cm)
RUSTICO (SR) 0.45a* 2.4a 1.9a 24.1a
CONVENCIONAL (SC) 0.89b 2.7a 2.3a 27.6a
NARANJO (STN) 0.75¢c 2.1a 1.7a 19.8a

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales
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El ndmero de entrenudos (Figura 4.10A), hojas (Figura 1.10B) y longitud de tallo (Figura
1.10C) se comportaron de manera similar en los sistemas de manejo rustico y convencional,
donde se observo una tendencia de incremento continuo en nimero durante el periodo julio-
octubre y que en diciembre disminuy6 significativamente En el caso del sistema de
produccion en tutor naranjo, las variables anteriores mantuvieron la tendencia de incremento
durante todo el ciclo (Figura 1.10 A-C).
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Figura 1.10. Dindmica de las variables absolutas de crecimiento de la vainilla: A) nimero de

nuevos entrenudos, B) numero de hojas nuevas y D) longitud de tallos (cm).

1.5.7 Evaluacion de la caida de hojas y frutos.
El mayor porcentaje de caida de hojas se obtuvo en el SR con 14.9 %, sequido del SC (4.2%)
y finalmente el STN con 3.6% (Cuadro 4.5). En cuanto a la caida de frutos a causa del
sintoma de pudricion, la pérdida fue mayor también en el SR con el 62.5% de caida. Cabe
mencionar que en este sistema no se cosecharon los frutos, debido que la produccion se

perdio en su totalidad y el productor decidié abandonar el vainillal. EI SC presenté el 40.8%
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de caida y finalmente el STN tuvo el porcentaje mas bajo de caida de frutos con 16.6%

(Cuadro 1.6)

Cuadro 1.6. Datos generales usados para estimar de la caida de hojas y frutos por el sintoma

de amarillamiento y pudricién, en tres sistemas de manejo de la vainilla.

Hojas Frutos
SISTEMA |Totales | Caida | Pérdida (%) | Totales | Produccion (kg)* | Caida | Pérdida (%)
Rustico 529 79 14.9 56 Oa 35 62.5
Convencional | 806 34 4.2 294 94b 120 40.8
Naranjo 439 16 3.6 386 150c 64 16.6

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales

Los resultados de la prueba de chi-cuadrado (X?) mostraron diferencias estadisticamente

significativas para la caida de hojas en los tres sistemas de manejo de la vainilla (Cuadro

1.7).

Cuadro 1.7. Datos del porcentaje de la caida de hojas y frutos, sometidos a la prueba de Chi-

cuadrado (X?) para determinar diferencias significativas.

Hojas Frutos
SISTEMA | Pérdida (%) X2 (Pr>F) Pérdida (%) X?(Pr>F)
SR vs. SC 14.9 8.2x 1031 * 62.5 0.0020*
SCvs. STN 4.2 7.3x 1030 * 21.77 4.2 X 1012 *
SRvs. STN 3.6 2.7x 103t * 31.1 9.8 X 1013

SR=sistema rustico, SC=sistema convencional, STN=sistema tutor naranjo

* Diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)

El porcentaje de pérdida de frutos por caida a causa de pudricion, fue significativamente
diferente en los tres sistemas y se vio reflejada en la produccién total de cada vainillal. El

STN tuvo el rendimiento més alto y los porcentajes mas bajos de caida de frutos (Figura

1.11).
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Figura 1.11. Porcentaje de pérdida de hojas y frutos en vainillales de la region del
Totonacapan.

1.5.8 Evaluacion de variables climaticas
Las temperaturas minima, maxima y media, alcanzaron su punto maximo en el mes de Mayo,
misma fecha en la que se iniciaron las evaluaciones en campo. EI méximo valor de la
temperatura media mensual fue de 27.5 °C y es cuando las plantas finalizan la etapa de
amarre de frutos. La humedad relativa presenté uno de los valores mas bajos del ciclo de

produccion y la maxima fue de 91.3 % en Diciembre (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Variables climéaticas de Red de Estaciones Agroclimaticas Inifap (INIFAP,
2016).
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1.5.9 Analisis cuantitativo del efecto del manejo de los sistemas en la marchitez y

pudricion de las raices en vainilla.

1.5.9.1 Analisis cuantitativo del comportamiento temporal de la incidencia 'y
densidad de in6culo.
Al final del ciclo la mayor incidencia acumulada se obtuvo en el sistema tutor naranjo con

72.2%, en segundo lugar el sistema convencional con 65.7% (Figura 1.13A). Para el caso de
la densidad de indculo acumulada, el huerto SR presentd el valor mas alto, seguido del STN;

el huerto SC presentdé la densidad de inéculo méas baja (Figura 1.13B).
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Figura 1.13. Comportamiento temporal de los valores acumulados y ajustados al modelo
monomolecular en tres sistemas de manejo: A) incidencia de Fusarium en raices, B)

densidad de in6culo en suelo de rizésfera.
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Los datos acumulados del comportamiento temporal de la incidencia se ajustaron al modelo
monomolecular en su forma linearizada en los tres sistemas de manejo. El coeficiente de
determinacion (R?) y la distribucion de los residuales fueron adecuados. En el caso de la Dl el
progreso fue descrito adecuadamente por el modelo monomolecular y acuerdo a los
estadisticos obtenidos en el analisis, la epidemia fue descrita por el mismo modelo en los tres

sistemas de produccion Los demas parametros considerados se especifican en el Cuadro 1.8.

Cuadro 1.8. Estadisticos considerados para el ajuste de la incidencia, densidad de in6culo en
suelo de rizdsfera (colonias/g™ suelo) y severidad de dafio en las raices de vainilla, a la forma
linearizada del modelo de crecimiento empirico Monomolecular, para describir la dinamica
temporal del hongo Fusarium spp., en vainillales bajo tres sistemas diferentes de manejo, en

Papantla, Veracruz.

PARAMETRO INCIDENCIA DENSIDAD DE INOCULO
SR SC STN SR SC STN
R? (%) 99.9 99.9 99.9 98.7 99.7 92.7
CME 0.0001 0.0001 | 0.0001 0.0022 0.0009 0.3137
Pr>F <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 <0.0001 0.0021
Sgo 0.0064 0.0060 | 0.0064 0.0305 0.0192 0.3614
Pr Spo 0.0013 0.0003 | 0.0012 0.0391 0.2186 0.3659
Spi 0.0001 0.0001 | 0.0001 0.0003 0.0002 0.0032
Pr sp1 <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 <0.0001 0.0021
r 0.0049 0.0048 | 0.0058 0.0047 0.0067 0.0227
Re A A A A A A

SR=sistema rustico, SC=Sistema convencional, STN=sistema tutor naranjo; R>= Coeficiente
de determinacion, CME= Cuadrado medio del error, Pr>F= probabilidad del modelo, r= tasa
de crecimiento, Spo=error estandar del intercepto, Spi=error estandar de la pendiente;

re=residuales, A= aceptable.

1.5.9.2 Analisis cuantitativo de la severidad en raices
Los resultados de la distribucidn de frecuencias arrojé que para los huertos SR, SC, y STN la

clase de severidad mas frecuente fue 4 (38%), 3 (18%) y 2 (5.5) respectivamente (Figura

1.14). El indice de severidad (S) obtenido para cada sistema corrobora que efectivamente la
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mayor severidad se presenta en el SR (1S=34.6%), seguido del SC (1S=32.1) y con el menor
IS (2.5) el huerto con STN (Figura 4.14).
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Figura 1.14. Distribucion de la severidad del dafio causado por Fusarium en raices de vainilla

bajo tres sistemas de produccion, durante 2016, en la Region del Totonacapan, Veracruz (1
raices sanas, 7=severidad maxima).

1.5.9.3 Analisis cuantitativo de las variables de crecimiento y desarrollo de la
planta hospedante.

En el caso de las variables de crecimiento y desarrollo del hospedante, los datos acumulados
de biomasa de las raices, numero de entrenudos, hojas y longitud de lianas fueron mayores en
el sistema convencional (Figura 1.15).

En los tres sistemas de manejo, todas las variables fueron descritas por el modelo logistico en

su forma linearizada, aplicando valores de Kmaxima (Capacidad de carga) adecuados para cada
variable. Los estadisticos considerados se especifican en el Cuadro 1.9.
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Figura 1.15. Curvas acumuladas del crecimiento de la vainilla (Vanilla planifolia Jacks.),

ajustada al modelo logistico en tres sistemas de manejo: A) biomasa de raices, B)

namero de entrenudos, C) nimero de hojas y D) longitud de tallo durante el ciclo

2016.
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Cuadro 1.9. Estadisticos considerados en el ajuste del modelo Logistico, aplicados para describir el progreso temporal de las variables biomasa,

namero de hojas, entrenudos y longitud de tallos de la vainilla en tres sistemas de manejo.

MODELO LOGISTICO

BIOMASA NUMERO DE HOJAS NUMERO DE ENTRENUDOS LONGITUD DE TALLOS
PARAMETRO SR SC STN SR SC STN SR SC STN SR SC STN
R? (%) 88.9 98.6 954 62.9 80.7 65.7 80.9 75.3 67.0 80.7 86.0 80.7
CME 0.1145 | 0.0620 | 0.1207 | 4.6014 | 3.1521 | 3.6177 | 3.2938 3.6044 3.6438 1.3063 | 1.2667 | 1.0239
Pr>F 0.0048 | <.0001 | 0.0008 | 0.0596 | 0.0150 | 0.0504 | 0.0147 0.0251 0.0463 0.0150 | 0.0077 | 0.0150
Spo 0.2183 | 0.1607 | 0.2242 | 1.3841 | 1.1456 | 1.2272 | 1.1710 1.2250 1.2317 0.7375 | 0.7262 | 0.6529
Pr 0.0008 | 0.0006 | 0.0009 | 0.0404 | 0.0155 | 0.0223 | 0.0154 0.0200 0.0204 0.0090 | 0.0084 | 0.0048
Sp1 0.0019 | 0.0014 | 0.0020 | 0.0122 | 0.0101 | 0.0108 | 0.0103 0.0108 0.0109 0.0065 | 0.0064 | 0.0058
Pr 0.0048 | <.0001 | 0.0008 | 0.0596 | 0.0150 | 0.0504 | 0.0147 0.0251 0.0463 0.0150 | 0.0077 | 0.0150
r 0.011 | 0.024 | 0.018 | 0.032 | 0.041 | 0.030 0.043 0.038 0.031 0.027 0.032 0.024
Re A A A A A A A A A A A A

SR=sistema rustico, SC=Sistema convencional, STN=sistema tutor naranjo; R?= Coeficiente de determinacion, CME= Cuadrado medio del error,
Pr>F (a)= probabilidad del modelo, r= tasa de crecimiento, Sgo=error estandar del intercepto, Sgi=error estandar de la pendiente, Re=residuales,

A=adecuado.

62



1.5.9.4 Comparacion de epidemias
En base a los resultados de la prueba de t, utilizando la tasa de incremento obtenida en el

modelo de ajuste (Cuadro 1.10), se obtuvo que la DI de Fusarium en suelo de rizésfera
mostrd diferencias estadisticamente significativas (P=0.05) entre las tasas de los tres manejos
(Cuadro 1.10), donde el huerto STN prestd la tasa mas alta (0.023 colonias de Fusarium/dia).
Las epidemias generadas por incidencia en raices, fueron estadisticamente iguales en los
huertos SR y SC; y significativamente diferentes en tre los vainillales SC vs. STN y SR v.s
STN (Cuadro 1.11).

Cuadro 1.10. Parametros usados en del modelo monomolecular, para comparar el progreso de

la marchitez de la vainilla bajo tres sistemas de manejo del cultivo.

Variable Tasa de crecimiento (rv) para cada sistema de manejo
Rastico Convencional Tutor naranjo

Densidad de inoculo 0.005 0.007 0.023

Incidencia 0.005 0.005 0.006

Cuadro 1.11. Comparacién de las tasas de incremento de los componentes de la enfermedad

marchitez de la vainilla mediante la prueba de t (Infante y Zarate, 2013).

Variable Comparacion Tasa de crecimiento(rwm) tc tt w2, ni +n2
SRvs. SC rv=0.0048 vs. rmv=0.0067 | -3.644* -2.032
Densidad de inoculo| SCvs. STN rm=0.0067 vs. rn=00227 | -3.321* -2.069
SRvs. STN rv=0.0048 vs. ry=00227 | -5.408* -2.021
SR vs. SC rm=0.0049vs. rv=0.0048 | -1.452 -2.048
Incidencia SCvs. STN rm=0.0048 vs. rn=0.0058 | -2.545* -2.013
SRvs. STN rm=0.0049 vs. rn=0.0058 | -2.675* -2.048

*Regla de Decision Si tc> ftw2 ni + 220 Si tc< - tran a1 + 22, 1as tasas son distintas (P=0.05),
SR=Sistema rustico, SC= sistema convencional, STN=sistema tutor naranjo, t;= valor critico, t

w2 nl +n2=Vvalor de tablas
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Al comparar los indices de severidad (Cuadro 1.12) y el area bajo la curva (Cuadro 1.13), se
obtuvo que el SR sea el mas afectado, aunque no mostro diferencia significativa con el SC.

Las diferencias estadisticamente significativas se encontraron entre SC-STN y SR-STN.

Cuadro 1.12. Comparacion de indices de severidad en raices mediante la prueba de t, para

determinar diferencias significativas con una significancia de 0.05, en tres sistemas de

produccién de vainilla.

Variable Sistema IS Comparacion tc a2 ni+n2
SR 34.6 SR vs. SC 1.191 2.571
Severidad SC 321 SCvs. STN 5.799* 2.447
STN 25.1 SR vs. STN 3.927* 2.228

*Regla de decision: Si tc> te2 7 +n2 0 Si te< -t w2 n1 + 2 LOS indices son distintos, 1S=

indice de severidad

Cuadro 1.13. Comparacion del ABCPE de la severidad en raices de vainilla mediante la
prueba de t (Infante y Zarate, 2013).

Variable | Comparacion de ABCPE tc tt a/2, nl +n2
SR (1267.71) vs. SC (1004.42) | 0.21 |2.31
Severidad | SC (1004.42) vs. STN (529.09) | 2.35* | 2.31

SR (1267.71) vs. STN (529.09) | -1.69% | -2.57

SR=Sistema rustico, SC= sistema convencional, STN=sistema tutor naranjo, *diferencia

significativa (p<0.05).

1.5.9.5 Analisis cuantitativo de las variables de crecimiento del hospedante
También se compararon las tasas del crecimiento y desarrollo de las plantas de vainilla

(Cuadro 1.14) vy los resultados demostraron que la biomasa de raices fue significativamente
diferente en los tres sistemas de manejo y el huerto SC presentd la tasa mas alta (r=0.0242).
La tasa de crecimiento mas baja de la biomasa se obtuvo en el SR (r=0.011), mismo sistema
donde la severidad fue mas alta (S=34.6). Para el caso de las variables nimero de entrenudos,
hojas y longitud de tallo, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
sistemas de manejo (Cuadro 1.14).
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Cuadro 1.14. Comparacion de las tasas de incremento de las variables de crecimiento y
desarrollo de la vainilla, mediante la prueba de t con una (P=0.05) (Infante y Zérate, 2013)

Variable Comparacion Tasa de incremento(rg) tc a2, ni+n2
N o |SRVs.SC r=0.0109 vs. r.=0.0242 | -8.715* -2.007
s [SCvs.STN | r=0.0.0242vs. r =0.0180 | 2617* 2.013
SR vs. STN r.=0.0109 vs. r_=0.0180 -6.163* -2.023
SRvs. SC r.=0.0425 vs. r_=0.0378 -0.548 -2:007
Entrenudos | SC vs. STN 1=00378vs. r =0.0310 | 0% 2013
44 2.021
SRvs. STN r.=0.0425 vs. r.=0.0310 0445 0
11
SRvs. SC r.=0.0319 vs. r.=0.0414 % -2.007
Hojas SCvs. STN r.=0.0414 vs. r.=0.0300 0.990 2.013
SRvs. STN r.=0.0319 vs. r.=0.0300 0112 2.021
. SRvs. SC r.=0.0266 vs. r.=0.0318 0.577 201
Longitud de 1153 5013
tallo SCvs. STN r.=0.0318 vs. r.=0.0236 ' '
SR vs. STN r.=0.0266 vs. r.=0.0236 0.618 2.021

*Regla de decision: Si tc> 2 n1+120 Si te<-trw2 a1 +n2 1as tasas son distintas

1.5.9.6 Relacion de incidenciay severidad con las variables del clima, crecimiento
y desarrollo del cultivo
El andlisis de regresion lineal simple de las diferentes variables, permitio detectar la relacién
entre algunas variables del hospedante con la enfermedad, cabe sefialar que dichas relaciones
son diferentes en cada sistema de manejo. En el caso del sistema de manejo rastico se
encontré una relacion aceptable de la incidencia y longitud del tallo, con un coeficiente de
determinacion R?=69% y una probabilidad de 0.03. También entre la severidad y el nimero
de entrenudos con un R?=62% y una probabilidad de 0.06. Para el convencional se obtuvo
relacion positiva entre severidad y biomasa de raices con un R?=81% y una probabilidad de
0.01. En el caso del manejo tutor naranjo la relacion de la incidencia con el nimero de

entrenudos fue positiva con R?= 81% (Cuadro 1.15).
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Cuadro 1.15. Regresion lineal para las variables de la enfermedad y el hospedante, para

determinar relaciones.

Rdastico Convencional Tutor naranjo
Variables
R? Pr>F | R?> | Pr>F R? Pr>F
Incidencia-biomasa 0.12 | 0.507 [ 0.044 | 0.69 | 0.28 0.277
Incidencia-entrenudos 046 | 0.13 | 0.64 | 05 | 0.81* 0.014*
Incidencia-longitud de tallo 0.69* | 0.03* | 0.59 | 0.07 | 0.29 0.26
Inoculo-incidencia 0.0009| 09 | 006 | 06 | 0.12 0.49
Inoculo-severidad 0.1 0.8 | 0.08 | 0.58 | 0.07 0.6
Severidad-biomasa 0.07 | 0.61 |0.81*|0.01*|0.0009 0.95
Severidad-longitud de tallo 056 | 0.08 | 0.04 | 0.7 | 0.39 0.7
Severidad-entrenudos 0.62* | 0.06 | 0.05 | 0.67 | 0.001 0.94

*Existe una relacion positiva estadisticamente significativa entre las variables.
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1.6. DISCUSION

El aislamiento e identificacion de Fusarium como uno de los hongos mas frecuentes en raices
y suelo de vainilla, sugiere que esta involucrado en la enfermedad marchitez en la regién del
Totonacapan. En México se ha demostrado que el causante de la pudricion de raices y tallos
es F. oxysporum f. sp. vanillae (Adame et al., 2011), y también se ha reportado en otros
paises como China (Xia-Hong, 2007), Colombia (Santa et al., 2011) e Indonesia (Pinaria et
al., 2010); y a Fusarium oxysporum f. sp. radicis-vanillae en Isla de la Reunién, Madagascar
y la polinesia Francesa (Koyyappurath et al., 2015).

La marchitez (pudricion de tallos y raices) es la enfermedad mas importante en el cultivo de
vainilla (Hernandez, 2011) y los dafios son mas notorios en sistemas de produccion intensiva
como las casa sombra, debido a que las condiciones de alta densidad de plantas favorece la
infeccion (Bahi y Dhanesh, 2008, Santa et al. 2012). A pesar de los diversos estudios sobre el
agente causal la informacion en aspectos epidemiologicos apenas empieza a cobrar
importancia. En esta investigacion se estudié el comportamiento temporal considerando los
tres componentes del triangulo de la enfermedad (Patégeno, hospedante y ambiente).

Con base en los resultados de la prueba de t, en el componente patdgeno se obtuvo que la
cantidad de propagulos g* de suelo de rizosfera presenté la tasa de crecimiento mas alta en el
huerto STN y en éste mismo sistema se obtuvo la mayor tasa de Fusarium. También se
obtuvo que la severidad mostrara diferencias estadisticamente significativas entre los huertos
SC-STN y entre SR-TN, donde el SR tuvo el mayor indice de severidad. No existio relacion
entre estas variables evaluadas. Al respecto, se infiere que este comportamiento se debe a que
no todos los aislamientos de Fusarium son patégenos (Adame et al., 2015), ya que sabe que
algunos aislamientos de Fusarium actian como endéfitos y/o micorrizas juegan un papel muy
importante en el comportamiento de la enfermedad (Alabouvette, 1999) y probablemente
jueguen un papel muy importante en el comportamiento de la enfermedad. Durante todas las
evaluaciones realizadas en la investigacion se aisl6 de manera frecuente a Rhizoctonia y a
Trichoderma de los que se conoce que pueden actuar como micorrizas, antagonistas y
enddfitos (Atala et al., 2015). Lo anterior nos indica que a pesar de la presencia del patdgeno,
las plantas de vainilla también son reservorios de hongos benéficos. En este estudio, las cepas
mas frecuentes y abundantes corresponden a F. oxysporum pero cabe destacar que dentro de
este género existen cepas no patogenicas (Kaur et al. 2010).

Las enfermedades por Fusarium se han incrementado en ornamentales y los mayores dafios

estan representados por las formas especiales del patogeno (Lodovica et al. 2012). En el caso
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especifico de orquideas, los dafios por Fusarium se han incrementado en todo el mundo y
sobre todo en las regiones tropicales y subtropicales (Srivastava et al., 2017). A la par, se han
reportado cepas no patogénicas en orquideas, como endofitos y con funciones micorrizicas e
inclusive con capacidad antagonista de otras especies de Fusarium (Tombe et al. 1997).

Al comparar la mayor incidencia con la menor severidad en el STN, se explica que este
resultado es porque la vainilla presenta un buen desarrollo influenciado por las condiciones
del microclima proporcionado por las pantas de naranjo (Hernandez, 2011). Lo anterior se
relaciona a lo reportado por Sanchez (2001) donde se evalud el desarrollo de la vainilla en tres
sistemas de produccién y donde el menor porcentaje de plantas con marchitez por Fusarium
fue en tutor naranjo o temporal. La severidad no dependio6 de la densidad de in6culo ni de la
incidencia en raices en ninguno de los sistemas, como normalmente ocurre en los sistemas de
produccidén de cultivos anuales y en otros patosistemas (Rekah et al. 2001). Se encontr6 una
relacion significativa entre la biomasa y la severidad en el SC, donde se presentaron
porcentajes altos de severidad y menor cantidad de biomasa radical. Esto se explica porque el
patdgeno afecta principalmente las raices provocando pudricion y descortezamiento lo que se
verd reflejado en el peso debido a la pérdida de tejido. Evidentemente, la enfermedad afecta el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Lodovica et al. 2012) y generalmente en una etapa
fenoldgica del cultivo la epidemia provoca los mayores dafios (Naseri y Tabande, 2017). Con
base a lo anterior, se explica lo obtenido en el SR donde la incidencia mostro un efecto
negativo en la longitud de tallos y el STN la cantidad de entrenudos se vio reducida por en
incremento en la incidencia de Fusarium en raices. Aunque la severidad fue mayor en el SR,
no se encontrd una relacion directa con la biomasa de raices; solo en el el huerto SC se obtuvo
que la biomasa se ve reducida por el dafio de la enfermedad.

En cuanto a los modelos epidemioldgicos, el monomolecular fue el que describio
satisfactoriamente el comportamiento temporal de la incidencia y densidad de in6culo en los
SR, SC y STN. Las curvas de crecimiento para la biomasa de raices, numero de entrenudos,
numero de hojas y longitud de tallo fueron mejor descritas por el modelo logistico. EI modelo
gue explica el comportamiento de la enfermedad, explica que la que la incidencia en las raices
esta determinada por la densidad de inéculo presente en el suelo y en los residuos de plantas y
raices muertas. EI modelo obtenido para esta epidemia, ha descrito el comportamiento de las
enfermedades con origen en el suelo de varios patosistemas, en los cuales la velocidad de la
enfermedad es proporcional a la cantidad de in6culo inicial y la tasa de incremento (Arneson,

2006). Un ejemplo de epidemia con origen en el suelo descrita por este modelo es la
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pudricion blanca de la cebolla por Sclerotium cepivorum, donde se reporté que la mayor
incidencia estuvo en funcién de una alta densidad de in6culo (Ponce et al. 2008).

El alto porcentaje de incidencia descrito por el modelo monomolecular y el indice de
severidad en raices de vainilla, sugiere que el indculo se encuentra presente en la superficie
del suelo y probablemente también en las raices aéreas y base del tallo de los tutores, debido a
que las raices y tallos muertos se quedan como residuos adheridos al tutor y en las coberturas
de materia organica. Cuando las plantas generan nuevas raices se infectan al entrar en
contacto con el suelo o los residuos de plantas y raices muertas (Koyyappurath et al. 2016).
Lo anterior se sustenta en que la vainilla es un cultivo perenne y la enfermedad se encuentra
presente todo el afio, por lo que la acumulacion de indculo y el desarrollo de la epidemia se
convierte en un problema grave (Ploetz, 2007). En los huertos SR y SC se realizan podas
sanitarias para eliminar plantas con sintomas de pudriciones, sin embargo, al suelo no se le da
manejo y las raices muertas y partes de tallos quedan como fuente de in6culo para generar
nuevas infecciones. La enfermedad marchitez de la vainilla causada por Fusarium sp., puede
considerarse como una enfermedad endémica con fases epidémicas, porque como se observé
en este trabajo, existieron periodos donde la incidencia y la severidad se incrementaron.

La DI mostro resultados de hasta 8.9 (1x10%) propagulos g de suelo de rizdsfera en el STN,
donde las préacticas de manejo fueron escasas. En el SR y SC la DI fue de hasta 4.6 y 5.7
(1x10%) propagulos g de suelo de rizosfera, densidades muy altas a pesar de que se realizan
practicas de manejo (podas sanitarias, aplicacion de composta).

El andlisis de las curvas de crecimiento es un método importante que permite definir y
establecer estrategias de manejo preventivo para esa etapa donde la enfermedad presentd una
mayor incidencia y severidad (Hernandez et al. 2009). La mayor severidad en raices de
vainilla se presentaron en SR y SC, esto también se ve influenciado por las practicas del
manejo agrondmico. La aplicacion de coberturas (materia organica) es una préactica sobre la
cual se debe prestar atencion, debido a que no se le da un tratamiento estricto (composteo) y
esto puede representar una fuente apropiada para el incremento del patdgeno. También es de
vital importancia llevar a cabo la eliminacion de residuos enfermos como raices muertas
adheridas al tutor, con la finalidad de reducir la cantidad de inoculo en el suelo.

Las condiciones de temperatura y humedad del suelo desempefian un papel importante en el
desarrollo de la epidemia y en este caso se usé la temperatura del ambiente y la humedad
relativa. Bajo este esquema y de manera general para los tres sistemas, los porcentajes de
severidad mas altos se presentaron entre 1os meses mayo-junio que corresponden a la etapa

de amare de frutos, por lo que las estrategias de manejo deben aplicarse antes de que inicie el
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periodo de brote de yemas florales. Principalmente debe prestarse atencion a la humedad del
suelo porque mayo y junio son los meses mas secos (27.5 °C y 82.3% HR) y el estrés hidrico
afecta considerablemente el cuajado de los frutos (Barrera et al. 2009).

Las variables de crecimiento también reflejan el efecto tanto de la enfermedad como de las
condiciones climéticas, el SC presenté las &reas mas altas de biomasa, numero de entrenudos,
numero de hojas y longitud de liana. La biomasa y nimero de hojas fue mayor en octubre,
mientras que el nimero de entrenudos y longitud de liana se present6 en Diciembre. Durante
este periodo la temperatura disminuy0 y la humedad relativa increment6 (21.3 °C y 91.3%
HR), el cultivo se encontraba en la etapa de madurez de los frutos y proximos a la cosecha.
De manera indirecta, se determin6é que la enfermedad afecta la produccion de las plantas.
Basado en el nimero de frutos, las plantas del huerto STN produjeron mas y con un
rendimiento total de 150 Kg, seguido por el SC con 94 Kg y finalmente el SR el cual perdio
el total de los frutos.

Los resultados obtenidos en este trabajo, resaltan la importancia de conocer el
comportamiento temporal de la enfermedad en relacion a las condiciones climaticas y las
etapas fenoldgicas del cultivo. Se obtuvo informacion que permite establecer nuevas
estrategias para el manejo y la toma de decisiones para lograr un manejo adecuado del cultivo
de vainilla y de la marchitez causada por Fusarium sp., considerando las caracteristicas del
sistema de produccion. Dichas estrategias deberan tener un enfoque sustentable para reducir la
poblacién del patdgeno, con aplicaciones de compostas, utilizacion de esquejes sanos en las
nuevas plantaciones, favorecer el crecimiento de poblaciones de microorganismos benéficos
del suelo. La nutricion de la planta es un factor muy importante ante el ataque de
fitopatdgenos y en la region del Totonacapan se ha detectado que los vainillales presentan
deficiencias nutricionales en sus etapas fenoldgicas de crecimiento, floracion y desarrollo de
frutos (Carrillo y Gonzalez, 2016); con base en lo anterior, también se debe considerar la
nutricion de las plantas. La informacion obtenida en este trabajo aun es preliminar y por ello
se sugiere que deben llevarse a cabo maés estudios epidemiologicos a largo plazo tanto en
condiciones naturales del cultivo como bajo condiciones experimentales en campo,
laboratorio e invernadero, que permitan conocer mejor el comportamiento del patdgeno, del
hospedante y de las condiciones ambientales conducivas de la enfermedad marchitez de la

vainilla.
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1.7. CONCLUSIONES

Diversas especies de Fusarium forman parte del microbioma de la vainilla y F. oxysporum es
el gente causa de la a enfermedad marchitez, y su incidencia y densidad de indculo en suelo
de rizésfera son favorecidas por la temperatura y humedad del ambiente, generando
infecciones a lo largo del ciclo del cultivo principalmente en las etapas de desarrollo de frutos
(junio y septiembre) y crecimiento vegetativo (diciembre-febrero), periodos en los que se
presentd un incremento en la severidad. La dindmica temporal de la densidad de indculo e
incidencia fueron descritas por el modelo monomolecular en los tres sistemas de manejo de la
vainilla; el efecto de los sistemas de produccidn se observo en el STN, que presentd los
niveles mas bajos de severidad reflejandose de manera indirecta en el crecimiento, desarrollo
y produccion de las plantas. Esta investigacion permitié conocer la dindmica de la marchitez
en cada sistema y con base en ello se podran establecer estrategias de manejo preventivo que
permitan disminuir el dafio, principalmente en las etapas fenologicas donde se identifico el

incremento de la enfermedad.
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CAPITULO Il. DINAMICA DE LA MARCHITEZ DE LA VAINILLA ASOCIADA A
Fusarium spp. DURANTE DOS CICLOS DE CULTIVO EN PAPANTLA, VERACRUZ

Héctor Gonzéalez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

2.1. RESUMEN

El trabajo se realizd con el objetivo de determinar la dindmica temporal de la marchitez de la
vainilla durante dos ciclos de cultivo bajo manejo convencional. El experimento se realiz6 de
mayo 2016 a diciembre 2017. Se seleccionaron 30 plantas en una plantacion ya establecida de
cinco afios de edad; se cuantifico la densidad de indculo (DI) de (numero de propégulos de
Fusarium g de suelo de rizdsfera), asi como su incidencia y severidad en raices de vainilla;
de la planta de vainilla se evalio biomasa de raices, numero de entrenudos, hojas frutos, y
longitud de tallos. También se evaluaron las variables climatoldgicas temperatura y humedad
relativa del ambiente. Si hizo aplicacion Unica de lombricomposta, Trichoderma sp. nativo,
caldo bordelés, lombricosposta+Trichoderma sp. y un testigo. En base a las diferentes
mediciones y observaciones se determinaron etapas fenoldgicas. La DI absoluta maxima fue
de 5.7 y 11.2 propagulos g* de suelo de rizosfera, incidencia de 79% y 80.6%, el para los
ciclos 2016 y 2017 respectivamente. El progreso temporal de la DI e incidencia fue descrito
por el modelo monomolecular, la mayor tasa de incremento de cada variable fue ry=0.011y
rv=0.005 y sdlo la DI fue significativamente diferente (p<0.05). Las curvas del crecimiento y
desarrollo del hospedante se ajustaron al modelo logistico y sus tasas de incremento
mostraron diferencias significativas. La severidad mas frecuente fue de clase 3 (18%) y el IS
32.1% y 32.6% generando epidemias estadisticamente iguales con un ABCPE de 2270.9 y
1772.3 para los ciclos 2016 y 2017. Durante las etapas desarrollo de frutos y crecimiento
vegetativo, presentaron los porcentajes mas altos de severidad y el T5 (lombricomposta) tuvo
un efecto significativo sobre el porcentaje de dafio en el ciclo 2017. La mayor caida de hojas
(4.3%) y frutos (21.7%) se presento en el ciclo 2016.

Palabras clave: tasa de incremento, progreso temporal, indice de severidad, etapas

fenoldgicas, vainilla.

75



TEMPORAL DYNAMICS VANILLA WILT ASSOCIATED TO Fusarium spp.,
DURING TWO CULTIVATION CYCLES IN PAPANTLAVERACRUZ

Héctor Gonzélez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

2.2. ABSTRACT
The work was realized with objetive of determine the temporary dynamics vanilla wilt during
two cultivation cycles under conventional handling. The experiment was realized from May
2016 until December 2017. Thirty plants five years old age were selected in already
established plantation; inoculo density (ID) of Fusarium spp. (propagulos number of
Fusarium g of rizosphere soil) was quantified, incidence and severity in vanilla roots; vanilla
plant evaluate biomass of roots, internodes number, leaves, fruits, and stems length. Also
there evaluated the climatological variables temperature and environmental moisture. In
flowering were aplicated lombricomposta, native isalate Trichoderma sp.,bordeles broth,
lombricosposta+Trichoderma sp. a test. Based on the different measurements and remarks
were decided phenologics stage. ID maxim was 5.7 and 11.2 propagulos g of rizosphere soil,
incidence of 79 % and 80.6 %, roots severity 27.5 % and 36.2 % in cycles 2016 and 2017
respectively. Biomass roots, internodes number, leaves and length of stems increased
significantly in the cycle 2017. Temporary progress ID and incidence were described by the
monomolecular model, the biggest increase rates of every variable was ru=0.011 and
rv=0.005; the curves of the growth and development host plant fitted the logistic model; in
two cycles. The epidemics comparison by means of the t test and taking into consideration the
valuations increase of monomolecular model (rv) and the severity index (S) showed that only
ID it was per statistics different (p<0.05). Host plant variables were significantly different.
Were determined the stages fenologics vegetative growth, floral egg yolks, flowering and
pollination, growth and development of fruits, harvest. During the fruits development and
after the harvest the highest percentages of severity appeared. Only T5 (lombricomposta) had
a significant effect in the roots severity. The biggest rotfing leaves (4.3 %) and fruits (21.7 %)

was evident in the cycle 2016.

Key words: valuation of increase, temporary progress, index of severity, fenologics stages,

vanilla.

76



2.3. INTRODUCCION
La Region del Totonacapan ubicada en el estado de Veracruz es considerada la zona
productora méas importante de México y aporta el 76.8% de la produccion nacional (SIAP-
SAGARPA, 2017). Sin embargo, el cultivo es severamente afectado por la enfermedad
marchitez causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. vanillae que provoca pudricién de
tallos y raices (Adame et al., 2015), y eventualmente la caida de hojas y frutos (Gonzélez-
Reyes et al. en proceso). Los mayores dafios se presentan durante las etapas tempranas
después del establecimiento del cultivo, y como consecuencia hay pérdidas en poblacion y en
el rendimiento (Hernandez, 2011). Los estudios realizados en este patosistema han sido
enfocados al control biol6gico (Athul et al., 2012), filogenia (Pinaria et al. 2015; Flores et
al., 2018), incidencia de hongos asociados (Vijayan et al., 2012), patogenicidad y virulencia
(Adame et al., 2015), y resistencia (Nielsen, 2000). De acuerdo a Hernandez (2011), la
marchitez de la vainilla se encuentra presente todo el tiempo en la regién del Totonacapan en
Meéxico, y se ha documentado que la forma especial Fusarium oxsyporum f. sp. vanillae, es la
causante de esta enfermedad, ya que es la més frecuente y abundante en hojas, tallos y raices
(Adame et al., 2015). En México se han llevado a cabo muy diversos estudios en relacion al
cultivo de la vainilla y a las posibles causas que favorecen la expresién y dafio de la
enfermedad de la marchitez (Borbolla et al., 2016; Gangadhara et al., 2010; Sanchez et al.,
2001). Sin embargo, se desconoce la dindmica epacio-temporal y otros aspectos
epidemioldgicos de este patosistema, siendo de vital importancia realizar estudios con este
enfoque considerando los componentes del triangulo de la enfermedad. Por tal razén, el
objetivo de este trabajo fue determinar el comportamiento temporal de Fusarium spp.,
asociado a la marchitez de la vainilla bajo un sistema de produccion convencional en casa
sombra, en relacién a la aplicacion de tratamientos que incluyeron: lombricomposta, del
hongo antagonista Trichoderma, caldo bordelés, su combinacion y un testigo fenologia del
cultivo y las variables temperatura y humedad relativa del ambiente, durante dos ciclos del

cultivo.
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2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Localizacion del area de estudio

Esta segunda parte de la investigacion se realiz de febrero a diciembre de 2017, dando
seguimiento al vainillal con manejo convencional y bajo malla sombra, ubicado en la
comunidad “Solteros de Juan Rosas” (20° 20" 19” N y 97° 12’ 4” W), municipio de Papantla,
Veracruz. Durante ese periodo se realizaron 10 muestreos periddicos y en las mismas plantas
se evaluaron las variables: incidencia y severidad en raices, densidad de in6culo de Fusarium
en suelo de rizosfera (colonias g*). Se selecciond siempre el mismo tallo (liana) para
cuantificar nimero de hojas, nimero de entrenudos y longitud de tallo, nimero de frutos,
caida de hojas, caida de frutos y rendimiento (kg/panta). Se registraron las fases fenoldgicas
de la planta y las variables climéaticas siguiendo la metodologia descrita en el capitulo

anterior.

2.4.2. Evaluacion del efecto de cinco tratamientos sobre la enfermedad marchitez de la
vainilla y el patégeno Fusarium spp.

Para proporcionar alternativas en el manejo del cultivo y a peticion de los productores, el 19

de marzo de 2017 se hizo una aplicacion Unica de cinco tratamientos para evaluar su efecto

sobre la enfermedad (Cuadro 2.1). Los tratamientos se aplicaron en un disefio completamente

al azar con seis repeticiones (plantas), donde la unidad experimental fue una planta de vainilla

(Figura 2.1).

Cuadro 2.1. Tratamientos aplicados a plantas de vainilla para evaluar su efecto sobre la

enfermedad marchitez, en la Region del Totonacapan.

Tratamiento Via de aplicacién
T1.Vermicomposta Alrededor del cuello de la planta
T». Trichoderma sp. Al cuello
Ts. Caldo bordelés 1% Aspersion al follaje

] ) En mezcla (3:1 peso/peso) alrededor del cuello de
Ta. Vermicomposta + Trichoderma sp.
la planta.

Ts. Testigo absoluto Sin aplicacion
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T1 T2 T3 T4 T5

T1 T2 T3 T4 T5
T1 T2 T3 T4 T5

A

T1 T2 T3 T4 T5
T1 T2 T3 T4 T5

T1 T2 T3 T4 T5

Figura 2.1. Arreglo de los tratamientos aplicados en campo, al inicio de la floracion.

Aplicacion de lombricomposta. La lombricomposta se obtuvo en el Centro de Investigacion
Capacitacion y Transferencia de Tecnologia del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo. Se aplicaron 3kg de vermicomposta por planta.

Trichoderma. En el caso de Trichoderma, se selecciond un aislamiento nativo obtenido en
julio de 2016 a partir de las raices de vainilla extraidas en los muestreos. Este aislamiento de
Trichoderma (TV1) mostré invitro una alta capacidad inhibitoria sobre el crecimiento de
Fusarium spp. La cepa de Trichoderma se purific6 mediante la técnica de cultivo
monosporico en medio de cultivo PDA, incubado en condiciones de oscuridad a 27 °C. Para
su aplicacion en campo la cepa se increment6 utilizando arroz como sustrato, con base en la
metodologia propuesta por Sivila y Alvarez (2013). La concentracion del indculo de esporas
de Trichoderma a aplicar, se evalu6 con apoyo de la camara de Neubauer; se hizo un conteo
de esporas para obtener la cantidad contenida en un gramo de sustrato. A partir de eso, se
prepard una concentracion de 1 x 10° conidios/g de sustrato. Se aplicaron 40.4g del sustrato
de arroz por planta.

Caldo bordelés (1%). Se preparé a una concentracion del 1%, para lo cual se elaboré una
mezcla de 0.1g de Sulfato de cobre + 0.1g de Cal en 10L de agua, se mezcld perfectamente y
se aplico al follaje con una mochila aspersora de 15L de capacidad. .

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANAVA) y se aplico la prueba de
separacion de medias de Tukey (P=0.05), con apoyo del paquete estadistico Software SAS
V.9
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2.4.3. Andlisis estadistico

2.4.3.1. Ajuste de Curvas del desarrollo temporal de la enfermedad a modelos
deterministicos no-flexibles de crecimiento.
Los datos de densidad de indculo, incidencia y severidad obtenidos durante los muestreos de
cada ciclo, se analizaron aplicando tres modelos empiricos de crecimiento temporal en su
forma linearizada: Logistico (In y/(1-y) = In (y0/1-y0) + r.t), Gompertz —In(-In y) =-In(-In yo)
+ rgt, y Monomolecular [In (1/1-y )]= In [(1/1-yo0) + rmt)], de acuerdo a lo propuesto por
Campbell y Madden (1990). Las tasas de incremento promedio de las epidemias para cada
modelo: logistico (r.), gompertz (rc) y monomolecular (rv) se estimaron aplicando el Modelo
Lineal General (GLM) utilizando el método de minimos cuadrados y usando el paquete
estadistico SAS® 9.0. Se eligio el modelo que describié mejor el progreso temporal de la
enfermedad para cada ciclo de evaluacién con base en los estadisticos: coeficiente de
terminacion (R?), cuadrado medio del error (CME), probabilidad del modelo (F), valor de los
errores estandar de los parametros Boy P1 y su nivel de significancia, y distribucion de los
valores residuales. Para el ajuste de la incidencia de Fusarium spp. en raices, se calculd la
incidencia acumulada ajustada a la ecuacion Yic=Yi/N (Noriega et al, 1999); donde Yic es la
incidencia acumulada, Y; es el nUmero acumulado de trocitos de raices con crecimiento de

Fusarium en el tiempo i y N es el total de trocitos de raices sembrados durante el ciclo.

2.4.3.2. Andlisis cuantitativo de la severidad
En el caso de la severidad se realiz6 una distribucion de frecuencias y se calcul6 el indice de

severidad (IS) mediante la formula: 1S= (3.nv/(N-1)*T)*100 donde, I1S=indice de severidad,
n=ndmero de plantas por cada clase, v=valor de clase y N-1= nimero de clases y T=total de
plantas (Ramirez et al., 2012) y para éste analisis se utilizo el paquete estadistico Microsof
Excel 2010,

2.4.3.3. Analisis cuantitativo del comportamiento del crecimiento y desarrollo del
hospedante
Los datos de las diferentes variables de la planta hospedante: biomasa de raices, nimero de

entrenudos, nimero de hojas y longitud de tallo se ajustaron a la funcién logistica de
crecimiento poblacional (Log (y/(k-y)), considerando una Kmax (capacidad de carga) de

acuerdo al valor maximo de cada variable (Campbell y Madden, 1990).
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2.4.3.4. Comparacion de epidemias entre los dos ciclos de evaluacion y comparacion de
los tratamientos aplicados en el segundo ciclo
Para determinar diferencias estadisticamente significativas de la enfermedad, crecimiento y

desarrollo de la vainilla durante los ciclos de produccion 2016 y 2017, se compararon las
tasas de crecimiento obtenidas en el modelo de mejor ajuste. En el caso de la severidad se
comparé el indice de severidad obtenido en cada ciclo. Para los datos de cada variable se
aplicé la prueba estadistica F para determinar si las varianzas fueron distintas o iguales. La
comparacion de la diferentes epidemias se hizo mediante una prueba de t, con el paquete
estadistico Microsoft Excel 2010® y para determinar diferencias estadisticas significativas al
0.05 se aplicd la regla de decision propuesta por Infante y Zarate (2013): Si tc> to2,n1+n20 Si

tCS -1 0/2,nl +n2.

2.4.3.5. Relacién de incidencia y severidad con las variables del clima, crecimiento y
desarrollo del cultivo
Se realizaron diferentes andlisis de regresion lineal simple entre las variables densidad de

indculo, incidencia y severidad en relacion a las variables biomasa de raices, nimero de
entrenudos, nimero de hojas, longitud de liana, asi como en relacion a las variables climaticas
de temperatura, humedad relativa y precipitacion pluvial. Para ello se aplico el Modelo
Lineal General usando el método de Minimos Cuadrados, y con apoyo del Software SAS V.9.
De esta manera se determind la relacion entre los componentes del triangulo de la

enfermedad.
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2.5. RESULTADOS

2.5.1. Dindmica de los principales componentes del patosistema marchitez de la
vainilla, en relacion a la fenologia
La severidad en el ciclo 2016 se mantuvo constante en el periodo mayo-agosto (se
presentaron altas temperaturas con fluctuaciones en la humedad relativa) y donde alcanzo un
maximo de 56.1%; también se presentd una disminucion en el mes de octubre (Figura 2.2).
En diciembre se observo un incremento continuo hasta marzo 2017 y en mayo alcanz6 un IS
maximo (66.7%). El indice de severidad arojé un icremento de la severidad durante el ciclo
2017, pero estadisticamente no fue significativo. Presentd una tendencia a incrementar en
ciertos periodos como: abril-mayo (amarre de frutos), julio-septiembre (desarrollo de frutos) y
diciembre (crecimiento vegetativo). Sin embargo, los mayores IS se presentaron durante la

etapa fenologica de amarre de desarrollo de frutos (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Dindmica de la incidencia y severidad de Fusarium spp., durante los ciclos 2016 y
2017 en un huerto de vainilla con sistema de produccion convencional de vainilla, en la

Region del Totonacapan, Veracruz; 1-6: etapas fenologicas.

La incidencia de Fusarium en raices presentdé un comportamiento similar severidad en el ciclo
2017. Los puntos méximos fueron junio y diciembre con 68 y 79% en 2016. Julio fue la fecha
donde la incidencia tuvo el porcentaje mas bajo y los meses restantes aumentd de manera
constante y finaliz6 con una incidencia maxima del 79%. El ciclo 2017 inici6 con incidencia
baja, los picos de incremento se presentaron en marzo, mayo y septiembre con 71.3, 73.3 y
72.7% respectivamente. Al finalizar los muestreos en diciembre se alcanz6 la méxima
incidencia que fue de 80.6% Yy la cual fue 1.6% mayor con respecto a la incidencia final del
ciclo 2016 (Figura 2.2).
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La densidad de in6culo presentd un comportamiento diferente durante los dos ciclos, aunque
la tendencia fue similar a la de la incidencia. En 2016 se presentaron dos puntos de
incremento (junio y diciembre) con 5.7 y 5.1 (1x10%) colonias g* de suelo de rizosfera. El
primero se presentd al iniciar la etapa de desarrollo de los frutos y el segundo después de la
cosecha que es un periodo donde las plantas presentaron una reduccion en su crecimiento.
Para el ciclo 2017 se presentaron tres puntos muy marcados de la densidad de in6culo e
incidencia, que fueron: marzo, mayo y julio, donde la DI fue de 11.2, 10.6, y 10.1 (1x10%)
colonias g* de suelo de rizésfera. Disminuy6 considerablemente en noviembre y los meses
restantes del ciclo aumentaron de manera constante. La DI absoluta maxima fue de 5.7 y 11.2

colonias g de suelo de rizosfera para los ciclos 2016 y 2017 respectivamente (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Dinamica de la densidad de in6culo en las diferentes etapas fenoldgicas de la

vainilla; 1-6: etapas fenologicas.

2.5.2. Dinamica del crecimiento y desarrollo del hospedante

Las variables de crecimiento y desarrollo del hospedante, mostraron de manera general una
etapa (julio-septiembre que es la fase de desarrollo y madurez de frutos) en el ciclo de cultivo
donde los valores fueron elevados. La biomasa presentd los valores mas altos (0.85-1.41g) en
el periodo junio-agosto durante el ciclo 2016, y para 2017 en mayo-octubre con valores que
oscilaron en 0.82-1.08g. En el caso del nimero de entrenudos, hojas y longitud de tallo, en el
segundo ciclo los valores mas altos se presentaron en junio-noviembre que corresponde a la
etapa de desarrollo de los frutos. Se presentaron tres puntos de incremento en abril, junio y

septiembre. Diciembre mostré un descenso muy marcado en estas tres variables en los dos
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ciclos de produccion. En el ciclo 2017 se observé un aumento significativo en ndmero de

todas las variables (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Dinamica de las variables de crecimiento promedio de la vainilla en un sistema de
produccion convencional durante dos ciclos de cultivo, de 2016-2017; 1-6: etapas

fenoldgicas.

2.5.3. Andlisis del efecto de tratamientos sobre la enfermedad marchitez de la vainilla
En base al analisis estadistico de los tratamientos, se obtuvo que sélo el T1 (lombricomposta)
tuvo un efecto significativo en la severidad de la enfermedad. En comparacién con el testigo
que presentd una media de 33.18, el T1 representd el mejor tratamiento para la severidad en
raices con una media de 19.36 (Cuadro 2.2). Para la DI e incidencia no hubo diferencias
estadisticamente significativas en el efecto de los tratamientos. No se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos respecto a biomasa, entrenudos, hojas y longitud de tallo
(Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.2. Severidad del dafio causado por marchitez en raices de vainilla en los
tratamientos establecidos en un sistema de produccion convencional en el ciclo febrero-

diciembre 2017, y su agrupacién de acuerdo a la prueba de separacion de medias de Tukey.

Tratamiento Media Grupo Tukey”
T5 33.18 a
T2 27.69 ab
T3 25.66 ab
T4 22.64 ab
T1 19.36 b

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales

Cuadro 2.3. Medias de las variables del patogeno, crecimiento y desarrollo de la vainilla,
agrupados de acuerdo a la separacion de medias de Tukey, para un sistema de manejo

convencional en la Region del Totonacapan.

Tratamiento | DI | Incidencia” | Biomasade | Entrenudos” | Hojas™ | Longitud
raices” de tallo”

T1 7.6a 6.32a 0.85a 523a 4,16 a 58.8a

T2 6.4 a 6.37 a 0.84a 6.53 a 50a 84.4a

T3 6.0a 6.82a 0.89a 6.28 a 52a 74.6 a

T4 79a 7.02a 0.88 a 6.17 a 48a 73.0a

T5 7.8a 6.63 a 0.83a 5.57a 48a 66.9 a

* Valores con la misma letra, son estadisticamente iguales (p<0.05).

2.5.4. Evaluacion de la caida de hojas y frutos

La caida de hojas en el ciclo 2017 fue mas baja respecto al ciclo 2016, con una disminucién
del 2.58%. El porcentaje de caida de frutos en el ciclo 2017 fue del 5.01%, con una
disminucion de 16.76% respecto al ciclo 2016 (Cuadro 2.4). Los meses donde se presento la
mayor caida de hoja fue en junio y julio del ciclo 2016, en el ciclo 2017 se presenté en mayo
y septiembre. La mayor caida de frutos se presentd en el mes de julio en los dos ciclos de
produccién (Figura 2.5), coincidiendo con la época en que se tuvo el mayor amarillamiento y
pudricién de frutos observado en campo y que también fue el mes de julio, lo cual

probablemente fue favorecido por las temperaturas de 26.9-27.7 °C y HR de 81.2-83.6%
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registradas en ese periodo; por otra parte, fue también en este periodo cuando se presentd un

incremento en la severidad.

Cuadro 2.4. Porcentaje de caida de hojas y frutos respecto al total, en un huerto de vainilla

bajo produccién convencional en la Region del Totonacapan, Veracruz, durante los

ciclos de produccién 2016 y 2017.

_ Hojas Frutos
Ciclo Totales Caidas | Pérdida (%) Totales Caidas Pérdida (%)
2016 806 34 4.25a 294 64 21.77a
2017 1432 24 1.67b 1397 70 5.01b

*Valores con la misma letra son estadisticamente iguales
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Figura 2.5. Caida de hojas y frutos de vainilla durante los ciclos de produccion 2016 y 2017,

en la Region del Totonacapan.

Con base en la prueba de chi-cuadrado (X?) se obtuvo que el porcentaje de caida de hojas y

frutos a causa de amarillamiento y pudricién, fueron significativamente diferentes entre los

ciclos de produccion 2016 y 2017. En el ciclo 2017 el porcentaje de pérdida se redujo

significativamente (Cuadro 2.5).
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Cuadro 2.5. Datos de porcentaje de la caida de hojas y frutos, sometidos a la prueba de Chi-

cuadrado (X?) para determinar diferencias significativas entre los ciclos 2016 y 2017.

) Hojas Frutos
Ciclo i :
Pérdida (%) X2 (Pr > F) Pérdida (%) X? (Pr > F)
2016 4.25 i 21.77 i
2.03x 10 2.16 x 10%
2017 1.67 5.01

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

2.5.5. Evaluacion del rendimiento

La cosecha de los frutos de vainilla se establece en base a diferentes criterios, pero
generalmente se realiza durante la segunda semana de noviembre una vez cumplidos los
nueve meses del ciclo. En el ciclo 2016 no se evaluaron todas las variables de produccion,
pero en 2017 el rendimiento total superd al obtenido en el ciclo anterior (Cuadro 2.6). Las
plantas evaluadas presentaron un rendimiento promedio de 0.57 Kg y 44.2 frutos por planta.
Cabe resaltar que el ciclo 2016 present6 la severidad méas baja y en el 2017 se obtuvo un
rendimiento con un 36.2% mas respecto al anterior (Figura 2.6).

Cuadro 2.6. Rendimiento de vainilla bajo sistema de produccion convencional en la Region
del Totonacapan.

) Rendimiento total Rendimiento Frutos
Ciclo ) Total de frutos )
(Kg) promedio (Kg) promedio
2016 94 NE NE NE
2017 149 0.57 1327 44.2

NE= no evaluado
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Figura 2.6. Rendimiento total del huerto durante dos ciclos de produccion.
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2.5.6. Variables climatoldgicas.

La temperatura media incrementd a partir de abril durante la etapa de amarre de frutos, y los
registros mas altos permanecieron hasta septiembre que corresponde a la etapa de desarrollo
del fruto. Los porcentajes mas altos de humedad relativa oscilaron entre 84.2 y 91.3% y se
registraron de septiembre a diciembre, periodo en el que la temperatura disminuyé
considerablemente. Este comportamiento de la temperatura y humedad relativa es similar para

ambos ciclos de cultivo (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Temperatura y humedad relativa en relacién a las etapas fenoldgicas de la vainilla

durante el ciclos 2017; 1-6: etapas fenoldgicas.

2.5.7. Andlisis cuantitativo de la dinamica de Fusarium asociado a la marchitez y

pudricion de las raices en vainilla.

2.5.7.1. Ajuste a modelos epidemiolégicos de comportamiento temporal

Lo datos de incidencia de Fusarium en raices, densidad de indculo (DI= colonias g™* de suelo
de rizésfera) y severidad, fueron descritos adecuadamente por el modelo monomolecular. Con
base en los parametros considerados, las variables de crecimiento y desarrollo del hospedante
fueron descritos por el modelo logistico. Ambos modelos describieron el comportamiento de
la enfermedad y del hospedante respectivamente para los dos ciclos de produccion (Figura
2.8). En los ciclos 2016 y 2017, las variables DI, incidencia fueron bien descritas por el

modelo monomolecular de acuerdo a los estadisticos presentados en el (Cuadro 2.7).
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Figura 2.8. Curvas del progreso temporal de la densidad de inéculo e incidencia descritas

por el modelo monomolecular en dos ciclos deproduccion; 1-6 etapas fenoldgicas

Cuadro 2.7. crecimiento

monomolecular aplicado a la incidencia, densidad de indculo en suelo de rizosfera

Estadisticos considerados para el ajuste al modelo de

(colonias/g™ suelo) de Fusarium spp., en raices de vainilla durante los ciclo 2016 y 2017.

Estadisticos Incidencia Densidad de in6culo
2016 2017 2016 2017
R? (%) 99.5 97.6 98.3 74.1
CME 0.0001 0.0030 0.0005 0.4850
Pr>F <.0001 <.0001 0.0001 0.0014
Spo 0.0060 0.0307 0.0139 0.3907
Pr 0.0003 0.2827 0.0399 0.5385
Sp1 0.0001 0.0002 0.0001 0.0023
Pr <.0001 <.0001 0.0001 0.0014
r 0.0048 0.0032 0.002 0.011
Re A A A A

R?= Coeficiente de determinacion, CME= Cuadrado medio del error, Pr>F= probabilidad del
modelo, r= tasa de crecimiento, Sgp=error estandar del intercepto, Sg;=error estandar de la

pendiente, Re=residuales, A=adecuado
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2.5.7.2. Analisis cuantitativo de la severidad en raices
En base al analisis de distribucién de frecuencias, se determind que para los ciclos 2016 y

2017 la clase de severidad mas frecuente fue 3(18%) con un porcentaje de plantas del 44.4 y
37.3% en esa categoria. En el 2016 sélo el 0.6% de las plantas presentaron la clase 1(0% de
dafo). De manera general, los porcentajes de dafio que presentd la mayoria de las plantas
fueron 18%( Coloracion café + necrosis), 38%( coloracion café + perdida de turgencia+

necrosis+ pudricién) y 5.5% (coloracién café); lo cual se puede observar en la Figura 2.9.
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Figura 2.9. Frecuencia del porcentaje de la severidad en raices de vainilla durante mayo-
diciembre 2016 y febrero-diciembre 2017, en un huerto con manejo convencional, en
la Region del Totonacapan, Veracruz.

2.5.7.3. Analisis cuantitativo de las variables de crecimiento y desarrollo de la planta
hospedante.
Las variables longitud de tallo, entrenudos (Figura 2.10A), biomasa de raices y hojas (Figura

2.10B) mostraron un incremento en numero en el ciclo 2017. En ambos ciclos la curva de
cada variable fueron descritas por el modelo Logistico, donde la biomasa de raices se ajusto
con R?=92.1% vy la longitud de tallo con un R?=84.6%, el nimero de entrenudos con
R?=80.2% vy el nimero de hojas con un R?=84.7%; y los estadisticos considerados se

especifican en el Cuadro 2.8.
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Cuadro 2.8. Estadisticos considerados para el ajuste al modelo logistico que describid el progreso temporal de la biomasa, nimero de hojas,
entrenudos y longitud de lianas de la vainilla en tres sistemas de manejo con una significancia de 0.05.

Biomasa de raices Longitud de tallo
Entrenudos (Kmax=51) Hojas (Kmax= 49)
Estadisticos (Kmax=8.7) (Kmax=650)
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
R? (%) 85.4 92.1 0.578216 80.2 80.7 84.7 0.66.3 84.6
CME 0.2161 0.3345 4.3121 2.8544 3.1521 2.3769 1.6865 1.2902
Pr>F 0.0084 <.0001 0.0792 0.0005 0.0150 0.0002 0.0486 0.0002
So 0.2999 0.325 1.3398 0.9478 1.1456 1.0532 0.8379 0.6372
Pr 0.0035 0.0002 0.0157 0.0009 0.0155 0.0003 0.0055 0.0003
Spi 0.0026 0.0019 0.0118 0.0055 0.0101 0.16973 0.0074 0.0037
Pr 0.0084 <.0001 0.0792 0.0005 0.0150 0.0002 0.0486 0.0002
r 0.013 0.018 0.028 0.031 0.041 1.131 0.021 0.024
Re A A A A A A A A

R?= Coeficiente de determinacion, CME= Cuadrado medio del error, Pr>F (a)= probabilidad del modelo, r=tasa de crecimiento, Sgo=error

estandar del intercepto, Spi=error estandar de la pendiente, Re=residuales, A=adecuado.
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2.5.7.4. Comparacion de epidemias
La comparacion de tasas fue de manera directa debido a que los datos se ajustaron al modelo

Monomolecular (rm) en los dos ciclos de produccion (Cuadro 2.9). Los resultados indicaron
que las tasas de crecimiento de la densidad de indculo fueron estadisticamente diferentes
entre los ciclos 2016 y 2017. En el caso de la incidencia de Fusarium en suelo de rizosfera, no

hubo diferencias estadisticamente significativas entre las tasas (Cuadro 2.10).

Cuadro 2.9. Tasas de crecimiento del modelo monomolecular, usadas para comparar el
progreso de la marchitez de la vainilla durante dos ciclos de produccién bajo sistema

convencional

Variable Ciclo Tasa de crecimiento (r)
2016 0.002
Densidad de indculo
2017 0.011
) ) 2016 0.005
Incidencia
2017 0.003

Cuadro 2.10. Comparacion de las tasas de crecimiento de los componentes de la enfermedad

marchitez de la vainilla mediante la prueba de t (Infante y Zarate, 2013).

Regla de decision
_ Comparacio Tasa de oo, ni + Si te> twz ni+n2
Variable o te .
n crecimiento(rw) n2 0 Si tc<-tiw2, n1+n2 hay

diferencia entre tasas

Densidad rv=0.002 vs. Las tasas son distintas
o Clvs. C2 15.68 2.035
de inoculo rm=0.011 (P=0.05)
_ _ rv=0.005 vs. Las tasas son iguales
Incidencia | C1lvs. C2 1.130 2.002
rm=0.003 (P=0.05)

C1=ciclo 2016, C2=ciclo 2017

93




La severidad de la enfermedad se compar6 con los indices de severidad (IS) obtenidos para
cada ciclo de produccion, donde se obtuvo con 1S=32.1% para el ciclo 2016 y 1S=32.6% para
el ciclo 2017. La comparacion mediante la prueba de t, tanto del 1S (Cuadro 2.11) como el
ABCPE (Cuadro 2.12), indicd que no existio diferencia estadisticamente significativa en la

severidad entre los dos ciclos 2016 y 2017.

Cuadro 2.11. Comparacion de indices de severidad en raices de vainilla mediante la prueba de t

(P=0.05), para los ciclos de produccion 2016 y 2017.

Regla de decision:
i i ., Sl tCZ ta/2,nl+n2 0
Variable | Ciclo| IS | Comparacion tc ttaw2,nt+n2 | .
Si te<-t o/2, nl + n2 hay

diferencia entre indices

2016 | 32.1 | Ciclo 2016

Severidad VS. 0.0107 2.179
2017 | 32.6 ) (P=0.05)
Ciclo 2017

Los indices son iguales

IS= indice de severidad

Cuadro 2.12. Comparacion del ABCPE de la severidad en raices de vainilla mediante la

prueba de t (Infante y Zarate, 2013), para los ciclo produccion 2016 y 2017.

Ciclo ABCPE Regla de
2016 2270.9 te Y2, ni+n2 desicion
Las ABCPE
2017 1772.3 1.028 2.571 son iguales
(P=005)

te= valor calculado, t; w2, 1 + n2= valor de tablas

2.5.7.5. Comparacion del crecimiento y desarrollo de la vainilla
La comparacion de las tasas de crecimiento del modelo logistico, indicaron diferencias

estadisticamente significativas de las variables de crecimiento y desarrollo del hospedante

durante los ciclos de produccion 2016 y 2017 (Cuadro 2.13).
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Cuadro 2.13. Comparacion de las tasas de incremento (modelo logistico) de las variables de
crecimiento y desarrollo de la vainilla mediante la prueba de t (P=0.05), durante los ciclos de
produccién 2016 y 2017.

Variable Comparacion Tasa de
. tc tt w2, nl +n2
crecimiento(rw)
Biomasa Clvs. C2 r.=0.013 vs. r.=0.018 9.642* 2.011
Entrenudos Clvs. C2 r.=0.028 vs. r.=0.031 9.658* 2.002
Hojas Clvs.C2 r.=0.041vs. r=1.131 10.048* 2.002
Longitud de tallo Clvs.C2 r.=0.021 vs. r.=0.024 10.070* 2.002

* Regla de decision: Si tc> tw2, n1+n20 Si tc<-tton, n1+n2 Las tasas son distintas (P=0.05);
C1=ciclo 2016, C2= ciclo 2017

2.5.7.6 Relacion de incidencia y severidad con las variables del clima, crecimiento y
desarrollo del cultivo.
Con base en el analisis de regresion lineal simple, en el ciclo 2016 la DI se relacion6 de

manera directa con la incidencia en raices con un R?= 81.3%, biomasa presentd una relacion
directa con la severidad con un R?=80.4% y una probabilidad de 0.0154. La incidencia indicd
una relacion positiva con la severidad con un R?= 67.6% Yy una probabilidad de 0.0035 sélo
para el ciclo 2017. Se ha reportado que en las epidemias con origen en el suelo causadas por
Fusarium oxysporum existe una relacion directa de la densidad de in6culo inicial con la
incidencia y severidad (Rekah et al. 2001). En este caso, el resto de las variables evaluadas no

indicaron relacion directa durante los ciclos de produccion (Cuadro 2.14).

Cuadro 2.14. Anaélisis de regresion lineal entre las variables de la enfermedad y el

hospedante.
Variables Ciclo 2016 Ciclo 207
R? (%) Pr>F R? (%) Pr>F
Dl-Incidencia 81.3* 0.014* 115 0.3367
Incidencia-severidad 3.8 0.712 67.6* 0.0035*
Severidad-biomasa 80.4* 0.015* 14.2 0.2834
Severidad-entrenudos 0.9 0.86 2.8 0.6411
Severidad-longitud de tallo 4.7 0.7 0.3 0.8820

*Relaciones positivas estadisticamente significativas
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2.6 DISCUSION

Las enfermedades causadas por hongos patdgenos con origen en el suelo representan una de
las limitantes mas importante en los sistemas de produccion agricola. La infeccion depende de
la habilidad del hongo para sobrevivir a las condiciones del suelo y las propiedades fisicas de
éste tienen un efecto en el progreso temporal de la enfermedad (Otten and Gilligan, 1998).
Existen muchas estrategias culturales para el manejo de estas epidemias, sin embargo, se ha
demostrado que el hongo tiene la capacidad para persistir y causar dafios en afios posteriores
(Tebkwe and Ojiewo, 2016). En la presente investigacion se obtuvieron niveles significativos
en la densidad promedio del in6culo de Fusarium con valores de 5.7 y 11.2(x1000) colonias
g de suelo de rizosfera para los ciclos 2016 y 2017. Una incidencia maxima de 80.6% Yy una
severidad de 27.5% en raices de vainilla durante el segundo ciclo. Estos valores altos en la
densidad de indculo e incidencia, se pueden explicar debido a que la vainilla es un
monocultivo perenne y se ha demostrado que con el paso de los afios hay un incremento en la
poblacion del patogeno, esto debido a que las practicas de monocultivo propician la
disminucion de las comunidades microbianas benéficas del suelo cultivado con vainilla
(Xiong et al. 2016).

En esta investigacion, el comportamiento temporal la enfermedad fue descrito por el modelo
de crecimiento monomolecular para los dos ciclos de produccion, dicho modelo explica que el
incremento en la enfermedad se da en relacion a la cantidad de indéculo. Para el caso del
crecimiento y desarrollo de las plantas, las curvas de crecimiento se ajustaron al modelo
logistico.

El ciclo 2017 mostré un incremento en las variables absolutas de la enfermedad, de la planta
y de la produccion. Sin embargo, al comparar las variables se obtuvo que la tasa de
incremento de la incidencia y el indice de severidad no fueron estadisticamente
significativos; pero las tasas de crecimiento de la densidad de indculo si fueron
estadisticamente diferentes. Estos resultados podrian atribuirse al efecto de los tratamientos
aplicados a inicios del ciclo, sin embargo, el analisis indico que solo el T1 (lombricomposta)
tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la severidad de las raices. Probablemente,
el efecto sobre la severidad contribuyé indirectamente en el crecimiento y desarrollo de la
vainilla. Cabe destacar que la aplicacion de dichos tratamientos sélo se hizo una vez y esto
puede representar una limitante para poder explicar el incremento en las variables. En base a
lo anterior, se recalca la importancia de tomar en cuenta otros factores que pueden afectar el
comportamiento tanto de la enfermedad y del hospedante, tales como la nutricion, practicas

sanitarias, calidad y sanidad de coberturas 0 materia organica que se aplica a las plantas.
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También es importante resaltar, que la investigacion se hizo en plantaciones ya establecidas y
bajo précticas de manejo que el productor establece, por lo que no se tuvo control estricto de
la poblacion evaluada.

En el ciclo 2016 los datos indicaron que la severidad tiene un efecto directo sobre la biomasa
de las raices, es decir, que a medida que la severidad aumenta la biomasa disminuye, y de
manera indirecta son afectados el crecimiento y desarrollo de la planta. Para el ciclo 2017, la
regresion lineal indicd que la biomasa de raices no estuvo relacionada de manera directa con
la severidad.

Cabe resaltar que se trata de un cultivo perenne y la enfermedad se encuentra presente todo el
afio, pero en determinadas etapas es mas agresiva, por lo que puede considerarse como una
enfermedad endémica con fases epidémicas. Esto se puede demostrar con las curvas de
fluctuaciones de la enfermedad, en las que se observd que en el periodo noviembre-diciembre
hay un incremento en la enfermedad y una marcada reduccion en las variables de la planta.
Este periodo es una etapa intermedia en la que la planta detiene la actividad reproductiva, y en
campo se observo que el crecimiento vegetativo es mas lento, debido a que la formacion de
nuevos entrenudos y hojas se reduce. En este periodo se incrementd la precipitacion pluvial y
humedad relativa, ademas se observé una disminucion en la temperatura ambiental. Aunque
no se encontrd una relacion directa entre los componentes del patosistema, como se esperaba,
se sugiere que las condiciones climaticas del suelo como temperatura y humedad relativa,
favorecen el desarrollo de la enfermedad; sin embargo, en este trabajo solo se evaluaron las
variables climéticas del ambiente exterior.

El sistema de produccion tiene un papel muy importante en el progreso de la enfermedad y
generalmente, los cultivos intensivos son los mas afectados. Con base en lo anterior, se
plantea la recomendacién de aplicar estrategias que disminuyan la incidencia del patdgeno y
una de éstas es incrementar las poblaciones de microorganismos benéficos en la rizésfera (Fu
et al. 2016). Esta practica seria la mas apropiada debido a que el sistema radical de la vainilla
generalmente crece en la parte superficial del suelo. EI manejo del suelo es sumamente
importante y es en donde las practicas del manejo de la enfermedad deben ser enfocadas. Para
darle validez al argumento anterior, se ha demostrado que un suelo conducivo de vainilla
alcanza niveles de incidencia de la enfermedad marchitez hasta un 70% y en un suelo
supresivo la enfermedad se reduce al 22% de incidencia, debido al incremento en las
comunidades microbianas principalmente hongos y bacterias (Xiong et al. 2017).

Con base en esto, se recalca la importancia de aplicar medidas preventivas para que al inicio

del siguiente ciclo de produccion, la marchitez no cause dafios significativos. Adicionalmente,
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se determind que el periodo intermedio entre final de ciclo e inicio de otro dura dos meses
(Diciembre-Enero), y considerando los resultados de esta investigacion, dicho periodo es una
etapa muy importante donde se puede dar tratamiento al suelo y reducir el impacto del
patégeno. Por otro lado, como recomendacion para el manejo preventivo se sugiere la
aplicacion de compostas adicionadas con diversos microorganismos benéficos, entre ellos

endémicas de Trichoderma, como se realizd en este trabajo.
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2.7 CONCLUSIONES
La enfermedad se present6 durante todo el ciclo del cultivo y la relacién entre las curvas
absolutas del progreso de la enfermedad y la fenologia, demostraron que las etapas mas
afectadas son el amarre de frutos y el periodo Julio-septiembre que se ubica en la etapa de
desarrollo de frutos; después de la cosecha la enfermedad incrementa considerablemente y los
efectos se ven reflejados al iniciar el nuevo ciclo productivo.
La aplicacion de lombricomposta tuvo un efecto en la severidad de la enfermedad, lo que se
reflej6 de manera indirecta en el crecimiento, desarrollo y produccion de las plantas. La
aplicacion de organismos benéficos y materia organica deberéan aplicarse varias veces durante
el afio para lograr un efecto positivo continuo sobre la enfermedad y el patégeno.
Con base en la DI, incidencia y severidad de Fusarium se determinaron caracteristicas
epidemioldgicas importantes como la forma de la curva de crecimiento de la enfermedad, tasa
de incremento de la enfermedad (r) y etapa donde se presenta la méxima enfermedad (Ymax),
duracién de la epidemia, que son parametros epidemioldgicos que permiten entender el
comportamiento de la enfermedad y en trabajos futuros ayudaran a predecir cuando aplicar
estrategias adecuadas para el mejor manejo de este sistema de produccion.
El comportamiento temporal de la epidemia esta fuertemente relacionado con la fenologia de

la vainilla, y la marchitez de la vainilla es una enfermedad endémica con ciclos epidémicos.
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CAPITULO II1: IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y PRUEBAS DE
PATOGENICIDAD DEL AGENTE CAUSAL DE LA MARCHITEZ DE LA
VAINILLA (Vanilla planifolia Jacks.), EN PAPANTLA VERACRUZ

Héctor Gonzéalez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

3.1. RESUMEN

Son varias las especies de Fusarium que estan asociadas al cultivo de vainilla y trabajos
realizados por Adame et al. en la Region del Totonacapan Veracruz indican que solo F.
oxysporum f sp. vanillae es el agente causal de la marchitez en México, sin embargo, con el
objetivo de determinar el agente causal d la marchitez considerando la variabilidad que
presentan los hongos fitopatogenos y la dindmica temporal de la enfermedad, en este trabajo
se llevaron a cabo 16 muestreos a lo largo de dos ciclos de cultivo obteniéndose 40
aislamientos de Fusarium, morfol6gicamente diferentes. Para ello colectaron raices con
sintomas de pudricion y se sembraron pequefios fragmentos en medio de cultivo Kerr;
también se sembro suelo de rizésfera en PDA por el método de dilucion en placa usando
dilucién 1073, De los 40 aislamientos de Fusarium obtenidos se seleccionaron los cuatro mas
frecuentes, dos aisladas de raices y dos de suelo de rizdsfera, obteniéndose aislamientos
monosporicos, los cuales se incubaron a 27 °C durante siete dias. Con base en sus
caracteristicas morfoldgicas los aislamientos seleccionados fueron identificados como
Fusarium oxysporum y Fusarium solani, presentes tanto en raiz como en suelo de rizoésfera.
Se realizaron pruebas de patogenicidad con éstas dos especies de Fusarium estableciendo un
disefio experimental completamente al azar; se prepardé una suspension de esporas a una
concentracion de 1x108 conidios mL* de cada aislamiento y un testigo absoluto al que se
agrego solo agua destilada estéril. Por tratamiento se inocularon por el método de inmersion,
cuatro plantas de vainilla de seis meses de edad y se mantuvieron bajo condiciones
controladas en camara bioclimatica a 25 °C y fotoperiodo 12/12 horas luz-oscuridad. Los
sintomas se evaluaron cada siete dias durante 45 dias. La pudricién y el estrangulamiento del
tallo iniciaron a los 14 dias; la pudricién del sistema radical, amarillamiento de tallo y hojas
se observd a los 28 y 35 dias; y se presentd caida de hojas después de la inoculacion. La
sintomatologia de la marchitez solo fue inducida por Fusarium oxysporum; las plantas
inoculadas con F. solani y el testigo fueron asintomaticas. Se concluy6 que el agente causal
de la marchitez de la vainilla fue Fusarium oxysporum.

Palabras clave: Fusarium, marchitez de la vainilla, pruebas de patogenicidad, patégenos de
las raices
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MORPHOLOGICAL IDENTIFICATION OF THE CAUSAL AGENT OF THE WILT
VANILLA (Vanilla planifolia Jacks.), IN THE TOTONACAPAN REGION

Héctor Gonzélez Reyes, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

3.2. ABSTRACT

There are several Fusarium species that are associated with the cultivation of vanilla and
work done by Adame et al. in the Totonacapan Veracruz Region indicate that only F.
oxysporum f sp. vanillae is the causal agent of wilt in Mexico, however, with the objective of
determining the causal agent of wilt considering the variability of phytopathogenic fungi and
the temporal dynamics of the disease, in this work 16 samplings were carried out over two
crop cycles obtaining 40 Fusarium isolates, morphologically different. Were collected roots
with symptoms of rot and planted small fragments in Kerr culture medium; rhizosphere soil
was also planted in PDA by the plate dilution method using 107 dilution. Of the 40 Fusarium
isolates obtained, the four most frequent isolates were selected, two isolated from roots and
two from rhizosphere soil, obtaining monosporic isolates, which were incubated at 27 °C for
seven days. Based on their morphological characteristics, the selected isolates were identified
as Fusarium oxysporum and Fusarium solani, present in both root and rhizosphere soil.
Pathogenicity tests were performed with the two Fusarium species establishing a completely
randomized experimental design; a spore suspension was prepared at a concentration of 1x10°
conidia mL™* of each isolate and an absolute control to which only sterile distilled water was
added. By treatment, four vanilla plants of six months of age were inoculated by the
immersion method and kept under controlled conditions in bioclimatic chamber at 25 °C and
photoperiod 12/12 light-dark hours. The symptoms were evaluated every seven days for 35
days. Rotting and choking of the stem started at 14 days; rotting of the root system, stalk and
leaf yellowing was observed at 28 and 35 days; and leaf fall occurred after inoculation.
Symptomatology of wilt was only induced by F. oxysporum; the plants inoculated with F.
solani and the control were asymptomatic. It was concluded that the causal agent of vanilla

wilt was Fusarium oxysporum.

Key words: Fusarium, vanilla wilt, pathogenicity tests, root pathogens
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3.3. INTRODUCCION

La pudricion de tallo y raiz de la vainilla, sintomas conocidos cominmente como ‘marchitez
de la vainilla’, es en la actualidad una de las enfermedades méas limitante en la produccion
(Hernéndez, 2011; Santa et al., 2012; Pinaria et al., 2010). Recientemente se ha reportado que
esta enfermedad es causada por el hongo Fusarium oxysporum f.sp. radicis-vanillae en la Isla
de La Reunion (Koyyappurath et al., 2016) . En la Region del Totonacapan se han
encontrado cepas de Fusarium oxysporum altamente patogénicas, causando pudricion de
raices y tallos y se han identificado como F. oxysporum f. sp. vanillae; otras especies
frecuentes son F. solani, F. proliferatum y Fusarium sp. en raices de vainilla (Adame et al.,
2015). En las regiones productoras de vainilla en México, ésta enfermedad puede dafar el
67% de la poblacion en plantaciones menores a cuatro afios de edad y cuando ataca
plantaciones mayores a los cuatro afios puede afectar hasta un 15% (Hernandez, 2011).

V. planifolia es la especie mas susceptible a la enfermedad y cuando las plantas son atacadas
durante sus primeras etapas de crecimiento los dafios son muy severos. Sin embargo, en etapa
adulta las plantas pueden permanecer vivas varios afios después de una infeccion debido a que
tienen la capacidad de generar nuevas raices que les permiten sobrevivir; pero esto se
convierte en un problema puesto que es una fuente de inéculo permanente para futuras
infecciones (Xia-Hong, 2007).

Fusarium oxysporum es un hongo habitante natural del suelo y desempefia un papel
importante en la ecologia microbiana del suelo como enddéfito (Demers et al., 2015),
antagonista (Kaur et al., 2010; Alabouvette, 1999), saprofito (Imazaki y Kadota, 2015) y
patégeno (Michelse y Rep, 2009). En trabajo realizado por Gonzélez-Reyes (en proceso), en
relacion al comportamiento epidemioldgico temporal de la marchitez de la vainilla en la
Region del Totonacapan, se obtuvieron diferentes aislamientos de Fusarium spp. provenientes
de raices con pudricion y del suelo de la rizésfera de tales raices. Con el propdsito de
corroborar los Postulados de Koch, el objetivo del presente trabajo fue realizar pruebas de
patogenicidad con las cepas mas frecuentes de Fusarium aisladas de raices y suelo de

rizosfera, y mostrar si tales aislamientos son los causantes de la marchitez de la vainilla.
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3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Obtencion de cepas
A partir de plantas de vainilla que mostraban sintomas de marchitez, se muestrearon raices
con dafo de pudricion y suelo de rizésfera adherido a dichas raices. Se tomo6 una muestra de
1.0 g de raices con sintomas de marchitez y sin quitar el suelo adherido a estas raices, se
colocaron en un matraz que contenia 99 mL de agua-agar al 0.2% y se agitaron con un
agitador (Vortex Genie®) durante cinco minutos, con la finalidad de obtener una solucién
madre de suelo de rizosfera. A partir de ésta solucion, se tomé 1 mL y se coloco en tubos de
ensayo que contenian 9 mL de agua-agar al 0.2%; se continu6 con las diluciones hasta obtener
la concentracion 1073, De ésta concentracion se tomd un 1mL, se aplico en una caja de Petri
con medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar) acidificado con &cido lactico (1.0 mL/L), y
se esparcio en toda la caja con una varilla de vidrio en forma de L. Las cajas se incubaron en
estufa bajo condiciones de oscuridad y temperatura controlada a 27 °C de cinco a ocho dias.
De cada planta muestreada y de sus mismas raices de donde se obtuvo el suelo de rizésfera,
éstas se lavaron con agua corriente, eliminando el exceso de suelo, se cortaron 10 trocitos de
0.5 cm de longitud aproximadamente, se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 1% durante
un minuto, después se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril durante un minuto cada
vez, se pusieron sobre sanitas estériles y se colocaron a lado de la flama de un mechero para
su secado. Una vez que los trocitos de raices se secaron, fueron sembrados en cajas Petri con
medio de cultivo PDA, las cajas se incubaron bajo condiciones controladas de temperatura a
27°C y oscuridad. Cinco dias después se evalud el crecimiento de colonias de Fusarium tanto
en raices como en suelo de rizosfera. Se seleccionaron los aislamientos de Fusarium spp. que
se hallaron mas frecuentes y abundantes, obtenidos a partir de raices y de suelo de rizésfera.
En total se obtuvieron 40 aislamientos morfoldgicamente diferentes de Fusarium. Para las
pruebas de patogenicidad se seleccionaron los aislamientos de Fusarium mas abundantes
tanto de raiz como de suelo de rizosfera y correspondieron a cuatro cepas de Fusarium
agrupadas con base en caracteristicas fisicas y morfoldgicas de la colonia, identificandolas
como VFO1r, VFS2r, VFO1sy VFSys (Cuadro 6.1); donde V= vainilla, F= Fusarium, R= raiz,

S=suelo de rizosfera (Cuadro 3.1).

105



Cuadro 3.1. Caracteristicas de cuatro de los aislamientos de Fusarium mas frecuentes

obtenidos de raices y suelo de rizésfera de vainilla.

Aislamiento Caracteristicas de la colonia Lugar de aislamiento

VFO1r Micelio aéreo abundante, algodonoso y color raiz

blanco a ligeramente color lila. En medio PDA,
el reverso de la colonia blanco y posteriormente
VFOss se pigmentd ligeramente de tonalidad lila. suelo de rizosfera
Abundantes macroconidios, microconidios Yy

clamidiosporas.

Micelio aéreo grumoso, color amarillento. El i
VFS2r Raiz

reverso se torn6 de color cremoso.

Macroconidios, microconidios y clamidosporas .,
VFSzs Suelo de rizosfera

abundantes.

V=vainilla, F=Fusarium, 1=cepal, 2= cepa 2, R= raiz, S=suelo de rizosfera.

3.4.2. ldentificacién morfologica
Los aislamientos seleccionados se purificaron en medio de cultivo PDA mediante la técnica
de aislamientos monosporicos propuesta por Castellanos et al. (2004) y también se crecieron
en el medio Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA: 1.0 g KH2 POs4; 1,0 g KNOs; 0.5 g
MgSQO47H20; 0.5 g KCL; 0.2 g Glucosa; 0.2 g Sucrosa; 20.0 g Agar; 1000 mL agua
destilada) para obtener la formacién de estructuras especificas para su identificacion (Leslie
and Sumerel, 2006). Las colonias puras se incubaron por siete dias a 27 °C en oscuridad y tres
dias en luz natural bajo condiciones de laboratorio (22 °C); posteriormente se realizaron
preparaciones permanentes de los diferentes aislamientos. La descripcion morfoldgica se
realizd con base en estructuras como macroconidios, microconidios, clamidosporas, fialides,
color y forma de la colonia, utilizando las claves taxondmicas de Holliday (1995) y Leslie and
Sumerel (2006). Se midieron 30 macroconidios y 30 microconidios de cada aislamiento con el
Software Motic 2.0 controlado por una computadora (Dell®) de escritorio y camara
(Moticam® 2.0) adaptada a un microscopio (Quasar Qm15™). Los datos de las mediciones de
las diferentes estructuras morfoldgicas se analizaron utilizando el paquete estadistico SAS

ver. 9.0, y se obtuvo su media, varianza y desviacion estandar.
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3.4.3. Pruebas de patogenicidad

3.4.3.1. Obtencion y crecimiento de material vegetal
La seleccion de esquejes y metodologia para lleva a cabo las pruebas de patogenicidad fueron

las propuestas por Gonzélez-Reyes, 2014, para ello se obtuvieron esquejes sanos de vainilla
con tres entrenudos y se dejaron una semana en reposo bajo condiciones de laboratorio (+22
°C); pasado este tiempo se seleccionaron los mas vigorosos. Posteriormente, con una navaja
previamente esterilizada se hizo un corte transversal en la parte basal de cada esqueje y se
sumergieron completamente en una solucion del fungicida Captan (Captagro®) a una dosis de
1g/litro de agua durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, la parte basal del esqueje se
coloco sobre la formulacion en polvo del enraizador (Radix 1500 ®) y se sembraron en vasos
de unicel de 1 Kg de capacidad, los cuales contenian la mezcla de sustrato
Peatmoss®+agrolita® a una concentracion 3:1 v/v, previamente esterilizado. Las plantas ya
sembradas, se colocaron en una camara bioclimatica (Warner Sherer, Kysor Industrial) con
condiciones controladas de temperatura a 27 °C y fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas
oscuridad. Se dejaron crecer durante un periodo de seis meses, con riegos cada tercer dia y
fertilizacion mensual con solucion hidropdnica nutritiva de uso mdaltiple (Triple 17 +
microelementos), antes de ser inoculadas con los patogenos. Este proceso se realizo en el area
de cdmaras de crecimiento (Warner Sherer, Kysor Industrial) del Posgrado de Botanica del

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

3.4.3.2. Crecimiento de aislamientos de hongos asociados a vainilla
Los aislamientos seleccionados y purificados previamente VFO1r, VFS2r, VFO1sy VFSgs, se

resembraron en cajas Petri con medio de cultivo PDA y se incubaron durante 7 dias a 27 °C
en condiciones de oscuridad y durante tres dias se dejaron expuestas a luz natural en
condiciones de laboratorio (x22 °C), tiempo que permitié que las colonias crecieran y

cubrieran completamente la caja.

3.4.3.3. Preparacion de indculo
Los aislamientos de Fusarium se incrementaron en cajas Petri con medio PDA, bajo

condiciones de 27 °C de temperatura y oscuridad durante 7 dias, y 3 dias mas bajo luz
natural en condiciones de laboratorio (£22 °C); posterior a ello, se agregé agua destilada
estéril sobre la colonia hasta cubrirla, y con ayuda de una varilla de vidrio se realiz6 un
barrido para colectar los conidios del hongo. Con ayuda de una camara de Neubauer se hizo el
conteo de esporas, y se prepard una suspension de indculo a una concentracion de 1 x 10°

propagulos mL™ (Castellanos et al., 2006).
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3.4.3.4. Inoculacién de esquejes y evaluacion de sintomas
El experimento de inoculacién de las plantas con la suspension de esporas de los aislamientos

de Fusarium, se establecio siguiendo un disefio experimental completamente al azar; los
tratamientos fueron VFOir, VFSzk, VFOis y VFSgs, y cada tratamiento tuvo cuatro
repeticiones (plantas) (Cuadro 3.2). Una vez preparada la suspension de indculo de las cuatro
cepas de Fusarium, las plantas (esquejes) con seis meses de crecimiento fueron extraidas de
su maceta y las raices se lavaron en un contenedor con agua destilada estéril para eliminar el
exceso de sustrato. El sistema radical se sumergio en la suspension de indculo durante cinco
minutos. Las plantas ya inoculadas se mantuvieron en una camara bioclimatica (Warner
Sherer, Kysor Industrial) en condiciones controladas a 25 °C de temperatura y fotoperiodo de
12 horas luz y 12 horas oscuridad, con riegos e 200MI de agua corriente cada tercer dia. El
desarrollo de sintomas se evalué cada siete dias después de la inoculacién, durante un

periodo de 35 dias.

Cuadro 3.2. Tratamientos aplicados en pruebas de patogenicidad para determinar al agente

causal de la enfermedad marchitez de la vainilla, en la Regidn del Totonacapan,

Veracruz.
Tratamiento
T1. VFO1r F. oxysporum de raices
T2. VFSar F. solani de raices
T3. VFO1s F. oxysporum de suelo de rizésera
T4. VFSys F. solani de suelo de ridsfera
T5. Testigo Agua destilada estéril
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3.5. RESULTADOS

3.5.1. ldentificacién morfol6gica
Las cepas de Fusarium sp. mas frecuentes, obtenidas a partir de raices y suelo de rizosfera en
cada fecha de muestreo fueron agrupadas como Fusarium de raiz y Fusarium de suelo de
rizosfera. De acuerdo a las caracteristicas morfologicas observadas de los aislamientos
seleccionados y a las mediciones realizadas de sus diferentes estructuras, los hongos se
identificaron como Fusarium oxysporum (VFOir Y VFOis) y Fusarium solani (VFSzr y
VFSys), apoyados en lo descrito por Holliday (1995) y por Leslie y Summerell (2006), como

se describe a continuacion.

3.5.1.1. Fusarium oxysporum
Las colonias de los aislamientos VFO1r y VFOss cultivadas en PDA presentaron abundante

crecimiento micelial y con una coloracion ligeramente pdrpura, mientras que en el revés de la
colonia se observd una coloracién ligeramente lila (Figura 3.1a y 3.1b). Los macroconidios
mostraron forma lunada del tipo fragmospora, de tres y cinco septos, en su mayoria de tres
septos; ligeramente curvados, su célula basal presenta una estructura en forma de pie
(pedicelo) y la célula apical es puntiaguda. La longitud promedio de los macroconidios fue de
36.4 x 4.8 um (Figura 3.1c) y se ubico en el rango (27-46 x 3-5um) descrito por Holliday,
(1995) y creciendo en esporodoquios (Figura 3.1d). Microconidios abundantes con medidas
promedio de 5.4 x 3.1 um, de formas elipsoidal, cilindrica o arrifionada; con cero o un septo
(Figura 3.1c), y creciendo en monofialides y polifialides (Figura 3.1e). Clamidosporas

abundantes, intercalares, terminales y solitarias (Figura 3.1f).

3.5.1.2. Fusarium solani
Las colonias del aislamiento VFS2r y VFSzs, creciendo en PDA presentaron un micelio con

crecimiento aéreo escaso y de color ligeramente amarillo, el reves de la colonia present6 un
color cremoso (Figura 3.2a y 3.2b). Macroconidios creciendo en conidi6foros cortos y
ramificados; de forma recta, falcada, robusta y generalmente con 3-7 septos (en su mayoria
de tres) y su célula basal es ligeramente redondeada o en forma de pie, mientras que la célula
apical es suavemente redondeada; sus medidas de longitud promedio fueron 33.4 x 4.6 um
(Figura 3.2c). Microconidios abundantes, creciendo en monofialides largas; de forma oval,
elipsoide y reniforme, con 0 ¢ 1 septo; sus medidas promedio fueron 12.7 x 4.6 um (Figura
3.2d). Clamidosporas de pared ligeramente rugosa, terminales, intercalares, en parejas, pero

generalmente solitarias (Figura 3.2).
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Figura 3.1. Morfologia de Fusarium oxysporum en medio de cultivo PDA: a) frente de la

colonia, b) reverso de la colonia, ¢) macroconidios y microconidios, d) esporodoquio,
e) polifialides y f) clamidosporas (it=intercalar, te=terminal, pa=pareja y sl=libre o

solitaria).




Figura 3.2. Morfologia de Fusarium solani en medio de cultivo PDA: vista frontal de la

colonia; b) reverso de la colonia c) macroconidios y d) microconidios, €) fialides y f)

clamidiosporas (tr=terminales, pa= en pares, it=intercalares y sl=solitarias).




3.5.2. Pruebas de patogenicidad

De los cuatro aislamientos, los inoculados en T1 (VFirR) ¥ T3 (VFis) e identificados
previamente como Fusarium oxysporum, indujeron el sintoma de marchitez (pudricién de
tallo y raices). Los sintomas iniciaron a los 14 dias como una pequefia mancha acuosa en el
cuello de las plantas de estos tratamientos. A los 21 dias después de la inoculacion se observo
que el 50% de las plantas del T1 y el 25% del T3 presentaron una pudricién acuosa y color
café en el cuello de la planta, y en el caso del T1 se observé un ligero amarillamiento;
ademas, se observo que el avance de la pudricidn ocurria de manera rapida hacia la parte basal
de la planta y hacia el primer nudo. A los 28 dias el 50% de las plantas en ambos tratamientos
presentd estrangulamiento del tallo y pudricion completa del sistema radical; en el T1 el
amarillamiento del tallo fue méas notorio y en el T3 avanzé de manera lenta hacia el primer
nudo (Figura 3.3a). A los 35 ddi el 100% de plantas manifestaron pudricion de raices y tallos,
en el caso del T1 el estrangulamiento del tallo se torné de una consistencia papelosa y se
presentd un amarillamiento en los entrenudos contiguos y en las primeras hojas. En las
plantas inoculadas con el T3 el amarillamiento se detuvo al llegar al primer nudo y no avanzo
a los entrenudos contiguos, pero las plantas perdieron el brillo natural de las hojas y se
tornaron de un aspecto clorético (Figura 3.3b-c), después de 4 dias después de la inoculacion
se presento la caida de hojas; este sintoma fue similar al que se observé en campo.

Las plantas inoculadas con los tratamiento T2 y T4 correspondientes a Fusarium solani no
manifestaron sintomas de la marchitez. En lo que respecta al testigo absoluto (T5), las
plantas de este tratamiento fueron asintomaticas (Figura 3.4a y c). Con base en los resultados
indicados, se determind que el agente causal de la marchitez de la vainilla es Fusarium
oxysporum, ya que los sintomas observados en raices y parte aérea fueron similares a los que

se observaron y evaluaron en campo (Figura 3.5).
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Fl.oxysporum F.oxysporum

Testigo : Fl.oxysporum

Figura 3.3. Resultados de las pruebas de patogenicidad efectuados en plantas de vainilla

(Vanilla planifolia Jacks.): a) plantas inoculadas con F. oxysporum, F. solani y el
testigo; b) comparacion de plantas con sintoma inducidos por F. oxysporum y
plantas testigo, c) sistema radical del testigo (ts) con decoloracion de la base del
tallo por permanecer bajo el sustrato y no por enfermedad, y planta inoculadas

con F. oxsyporum (Fo).
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Figura 3.4. Comparacion del sistema radical de las plantas de vainilla 35 después de su

inoculacion: a) sistema radical del testigo, b) sistema radical de planta inoculada
con F. oxysporum, c) raices sanas y turgentes y d) pudricion y descortezamiento

de las raices causados por el patdgeno.
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Figura 3.5. Sintomatologia de la marchitez en plantaciones de la region del Totonacapan: a)
muerte completa de plantas, b-c) pudricién de tallos con amarillamiento, d) raices
adventicias sanas adheridas al tutor, e) pudricién tipica de las raices al iniciar la
infeccion, f) muerte de raices adventicias, tallo y hojas con infeccion avanzada, g)
raices jovenes infectadas al entrar en contacto con residuos de raices muertas
adheridas al tutor, h) raices infectadas al entrar en contacto con el suelo y i)

muerte total del sistema radical.
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3.5.3. Reaislamiento del patogeno
A partir de tejido de las raices de las plantas inoculadas e infectadas con el hongos Fusarium
oxysporum y que presentaron dafio por marchitez, se realizaron cortes del tejido dafiado y
siguiendo el protocolo ya expresado en la metodologia para el aislamiento de patdgenos de las
raices, se sembraron trozos de las raices dafiadas en medio PDA con el proposito de reaislar al
patdégeno y comprobar que efectivamente era F. oxysporum, y asi poder cumplir con los
Postulados de Koch. Las siembras en cajas de Petri se mantuvieron en incubacion durante
siete dias bajo condiciones controladas de temperatura a 27 °C en oscuridad, y tres dias en luz
natural en condiciones de laboratorio (T +22 °C). Después de los 10 dias de incubacién se
obtuvieron crecimientos tipicos del hongo F. oxysporum con micelio abundante y de color
purpura, abundante produccion de macroconidios, microconidios y clamidosporas con

morfologia y dimensiones similares a las descritas anteriormente.
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3.6. DISCUSION

En ésta investigacion se hizo énfasis en el hongo del género Fusarium y especificamente en
F. oxysporum, porque en nuestro trabajo e el que se encontré de mnera mas frecuente y
abundante lo largo del ciclo de cultivo de la vainilla. Este hongo también ha sido reportado
por varios autores, asociado al sintoma de marchitez de la vainilla (Adame et al., 2015;
Koyyappurath et al., 2016; Santa et al., 2012. Del total de aislamientos de Fusarium
obtenidos en esta investigcion, seis fueron los mas frecuentes y dos de estos fueron los méas
abundantes e identificados como Fusarium oxysporum y Fusarium solani. Las pruebas de
patogenicidad demostraron que de las dos especies de Fusarium inoculadas, F. oxysporum
indujo una pudricion de cuello a los 21 dias y el estrangulamiento del tallo y pudricion
completa de raices a los 28 y 35 dia, y caida de hojas a los 45 dias después de la inoculacion.
Koyyappurath et al. (2016), identificaron molecularmente en la isla de La Reunion, al
patdgeno causante de la marchitez de la vainilla como F. oxysporum f. sp. radicis-vanillae, el
cual es responsable de pérdidas documentadas en la produccién de hasta un 80% (Pinaria et
al., 2010). En las diferentes regiones productoras de vainilla a nivel mundial, ademas de F.
oxysporum y F. solani se han reportado otras especies de Fusarium asociadas a la planta de
vainilla tales como F. concentricum, F. manguiferae, F. proliferatum, (Koyyappurath et al.,
2016), F. fujikuroi, F. sp., F. verticilioides (Adame, 2015) y F. semitectum (Pinaria et al.,
2010), F. keratoplasticum y Fusarim. sp. (Aguirre et al. en proceso).

En ésta investigacion solo se realizd la caracterizacion morfoldgica de los aislamientos
utilizados en las pruebas de patogenicidad, pero no la caracterizacion molecular. Sin embargo,
en trabajo complementario con muestras de raices de vainilla obtenidas en el mismo huerto de
produccion convencional en 2016, se llevd a cabo el aislamiento, purificacion vy
caracterizacion morfolégica y molecular de las siguientes especies de Fusarium: F.
oxysporum, F. solani, F. proliferatum, F. keratoplasticum, y Fusarium sp. (Aguirre-Andrade
en proceso). Por lo anterior, queda abierto el campo para futuros estudios moleculares,
filogenéticos y ecoldgicos tanto de los aislamientos patégenos como los no patdgenos, su
relacién con la planta y su papel dentro del microbioma del suelo. F oxysporum es el
responsable de causar dafio en todas las regiones productoras importantes de vainilla, y es
favorecido por situaciones como una nutricion pobre y falta de practicas adecuadas de
manejo, sobre todo en los sistemas intensivos con casa sombra (Santa et al., 2012). Esta
enfermedad en vainilla ha sido un reto que ha motivado desarrollar diferentes estrategias de

manejo; una de las principales es el mejoramiento genético debido a que la variabilidad
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genética de la vainilla es escasa (Menchaca et al., 2011). También se han aplicado
alternativas como el control bioldgico con microorganismos benéficos (Gonzélez et al.,
2014), practicas culturales como podas fitosanitarias, aplicacién de compostas y manejo de la
densidad de plantas recomendadas para reducir el impacto negativo por la enfermedad
(Vargas y Gamez, 2014).

Los resultados de este trabajo de investigacion en relacion a las pruebas de patogenicidad, y
en el caso particular de la region del Totonacapan, indican que el agente causal de la
enfermedad marchitez de la vainilla fue Fusarium oxysporum, y los aislamientos obtenidos de
este hongo tienen la capacidad de producir abundantes macroconidios, microconidios y
clamidosporas; estas Ultimas son estructuras de resistencia que le permiten sobrevivir en el
suelo por largos periodos de tiempo y acumular indculo para futuras infecciones (Pinaria et
al., 2010; Santa et al., 2012). Por lo anterior, resulta de gran importancia llevar a cabo
estudios de biologia bésica asi como epidemiolégicos y ecolégicos que permitan entender el
comportamiento del patégeno y de la enfermedad que causa en relacion al sistema de
produccién y a las variables climatoldgicas, y de esa manera tener las bases indispensables

para aplicar estrategias adecuadas de manejo.
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3.7. CONCLUSIONES

Los hongos mas frecuentes y abundantes aislados de raices con sintomas de pudricion fueron
F. oxysporum y F. solani. En pruebas de patogenicidad, las plantas de vainilla que
desarrollaron sintomas de pudricion de raices, tallos, amarillamiento, marchitez y caida de
hojas, fueron las inoculadas con Fusarium oxysporum, por lo que se concluye que éste
patdgeno es el agente causal de la marchitez de la vainilla en la Region del Totonacapan,
Veracruz.

Fusarium solani no causé ningun sintoma de marchitez u otro dafio en las plantas de vainilla

en este trabajo.
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