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Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum L.), la hortaliza de mayor importancia en Colombia y en el mundo, es
atacada por numerosas enfermedades, entre ellas la marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici. La enfermedad produce pérdidas entre el 21 y el 47 % en cultivos en exposicion libre y bajo
cubierta. El objetivo del presente trabajo fue comparar cuatro métodos de inoculacion del hongo en plantulas de
tomate Sweet Million obtenidas a partir de semilla, sembradas en turba canadiense estéril y medio Murashige &
Skoog (MS) y conservadas en condiciones controladas en el Laboratorio de Tejidos Vasculares y del cuarto de
termoterapia de la Universidad de Caldas donde se seleccionaron 25 plantulas por cada método de inoculacion.
Los tratamientos fueron: inyeccion en la corona de la raiz (T,), inmersion de las raices (T,), disco de agar en la
corona de la raiz (T,) e inoculacion in vitro (T,). En la incidencia final de la enfermedad, asi como las pruebas
comparativas de Duncan, se registraron diferencias significativas (p<0,001) entre los diferentes métodos de
inoculacion. La unica metodologia que produjo el 100 % de incidencia del marchitamiento vascular en un menor
periodo de incubacion fue la inoculacion in vitro. La mayor tasa de desarrollo (r) del marchitamiento vascular se
report6 con el método de inoculacion in vitro con una tasa de r=0,92, seguido por los discos de agar, la inmersion
y la inyeccion, siendo estas dos ultimas las de menor tasa de desarrollo. El método de inoculacion in vitro puede
ser util para la seleccion masiva de materiales de tomate promisorios contra la marchitez vascular. © 2019. Acad.
Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Comparison of inoculation methods of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Sacc. (Snyder & Hansen), the
causal agent of the vascular wilt of tomato

Abstract

Tomato (Solanum Lycopersicum L.), the most important vegetable in Colombia and worldwide, is attacked by
numerous diseases, among them, the vascular wilting caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. The disease
can cause losses between 21 and 47% in full exposure and under cover crops. The objective of this work was to
compare four inoculation methods of this fungus in seedlings of the Sweet Million cultivar obtained from seeds and
planted in sterilized Canadian peat and in MS medium and maintained under controlled conditions at the Laboratory
of Tissue Culture and thermotherapy room of the Universidad de Caldas where 25 seedlings were selected per
method of inoculation. The treatments were: Injection in the crown root (T,), immersion of the roots (T,), agar disc
in the crown root (T,), and inoculation in vitro (T,). The final disease incidence and the comparative tests of Duncan
showed highly significant differences (p<0.001) among the different methods of inoculation. The only method that
induced a 100% incidence of the vascular wilt in the shortest period of incubation was the in vitro method. The
highest rate of disease development (r) was obtained with the in vitro inoculation method (r=0.92) followed by agar
discs, immersion, and injection. The in vitro inoculation method can be useful for the massive selection of tomato
materials promising against vascular wilt. © 2019. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortali-
zas mas consumidas en el mundo; su produccion en el 2017
fue de 241.641.489 t (FAOSTAT, 2017). Se cultiva en mas
de 100 paises para consumo fresco e industrial; el 81 % de
la produccion se concentra en China, India, Estados Unidos,
Turquia, Egipto, Iran, Italia, Espafia, México y Brasil
(FAOSTAT, 2017). El consumo promedio en paises desarro-
llados es de 86 g diarios per céapita y en paises en via de
desarrollo, 27 g. Colombia produjo 714.314 t en el 2017,
con un rendimiento promedio de 33,94 t/ha. El rendimiento
promedio mundial es de 55,27 t/ha, cifra por debajo de la
obtenida en areas con mayor rendimiento y gran tecnifica-
cion como Bélgica (496 t/ha), Reino Unido (388,95 t/ha) y
Noruega (320,39t/ha) (FAOSTAT, 2017).

El tomate tiene su origen en la region andina que se
extiende desde el sur de Colombia al norte de Chile (Rick,
1974), lo que explica la cantidad de patégenos que limitan
su produccion; ademas, del incremento del area sembrada y
la popularizacion del monocultivo, en Colombia se reportan
48 enfermedades importantes, entre las cuales se encuentra la
marchitez vascular, la cual es causada por el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen, una de
las mas de 100 formas especiales que se conocen de Fusarium
oxysporum, de amplia distribucion mundial (Gordon, 2017).
Este hongo pertenece al reino Fungi, division Ascomycota,
subdivision Pezizomycotina, clase Sordariomycetes, subclase
Hypocreomycetidae, orden Hypocreales, familia Nectriaceae,
género Fusarium (Mycobank, 2017).

Laenfermedad causa pérdidas entre el 21 y el 47 % en cul-
tivos en exposicion libre y bajo cubierta (Ramyabharathi,
et al., 2012; Singh & Dwivedi, 2014). En Colombia atin
no se conocen datos sobre pérdidas por esta enfermedad.
Cuando este patogeno ataca plantulas ocasiona el mal del
talluelo, el cual es favorecido por la carencia de lignina en
el tallo, lo que las hace mas susceptibles y permite que el
patogeno alcance rapidamente los vasos del xilema, cau-
sando la destruccion y el colapso del tejido (Agrios, 2005).
Los sintomas tempranos que presentan las plantulas de
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tomate incluyen coloracion amarillenta, pérdida prematura
de cotiledones y hojas inferiores, y retraso del crecimiento,
se observa, ademads, una lesidbn marrén pronunciada que
rodea el hipocétilo (union entre raiz y brote) (McGovern &
Datnoff, 1992). El tejido vascular de una planta enferma se
torna de color pardo oscuro, siendo mas notable en el punto
de unidn del peciolo con el tallo; este color es caracteristico
de la enfermedad y se emplea para su identificacion (Jones,
1991). El marchitamiento de las hojas, la pudricion de la raiz
y, finalmente, la muerte, son sefial de la enfermedad en su
estado mas avanzado (McGovern & Datnoff, 1992).

El hongo produce las siguientes tres clases de esporas
asexuales.

Microconidios. Conformados por una o dos células, son
los mas frecuentes y los tinicos que se pueden producir en
el interior de los haces vasculares de las plantas afectadas
sin septos. Son hialinos, elipsoidales a cilindricos, rectos o
curvados; se forman sobre fidlides laterales, cortas y simples,
o sobre conidioforos poco ramificados. Los microconidios
miden entre 5 y 12 pm de largo por 2,5 a 3,5 um de ancho
(Figura 1A) (Nelson, 1981; Leslie & Summerell, 2006).
Los que son mucho mas pequefios pueden formarse tanto
en la superficie como en el interior del hospedante e,
incluso, pueden ser transportados por la savia hacia los
haces vasculares. La diseminacion de la enfermedad en las
plantas vecinas es posible por contacto directo de una planta
infectada y una sana, asi como también a través de las raices.
También es posible la transmision de la enfermedad por la
semilla (Kranz, 1982).

Macroconidios. Estos se forman en esporodoquios de
color naranja palido, generalmente abundantes cuando se
siembran en agar de papa y dextrosa (PDA) complementado
con hojas de clavel, y son curvos, con tres a cinco células.
Se ha observado que la mayoria de los macroconidios de
los aislamientos de esta especie presentan diversos tamafios
que varian entre 20,3 y 27,0 uym de largo y 6,7 um de
ancho (Figura 1B) (Leslie & Summerell, 2006; Lugo &
Sanabria, 2001). Los macroconidios del hongo producidos
sobre los tejidos del hospedante pueden ser transportados
por el viento, las gotas de lluvia, la maquinaria agricola o

Figura 1. A. Microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (100X). B.- Macroconidios (40X). C. Clamidosporas de Fusarium

oxysporum f. sp. Lycopersici. 40X
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por los humanos, entre otros. Las infecciones secundarias
suelen producirse a través de las raices, aunque también son
posibles a través de heridas en la parte aérea de las plantas
(Kranz, 1982).

Clamidosporas. En el medio PDA complementado con
hojas de clavel se forman muy rapido, en un periodo de 2 a
4 semanas, a partir de la condensacion del contenido de las
hifas y de los conidios, cuyas paredes son gruesas. Se forman
simples o en pares, terminales o intercalares y miden de 5 a
15 um de diametro (Figura 1C) (Leslie & Summerell, 2006;
Nelson, 1981). Son estructuras de supervivencia que pueden
perdurar en el suelo y germinan y se introducen a través de
las heridas que se forman cuando las raices laterales emer-
gen, o penetran directamente al tejido joven de las raices en
la zona de elongacion. El micelio avanza intercelularmente
y alcanza la region del xilema. El hongo se desarrolla en
las traqueidas y en los vasos y células parenquimatosas.
El micelio se ramifica y produce microconidios, los cuales
se desprenden y son arrastrados hacia arriba por el flujo
de la savia, vuelven a germinar y producen mas micelio y
microconidios (Agrios, 2005).

El patdgeno puede permanecer en el suelo en forma de
clamidosporas durante seis 0 mas afios como saproéfito, sin
un hospedante (Cerkauskas, 2005).

Generalmente, el hongo penetra en las plantas de tomate
por las raices, causando una obstruccion de los tejidos
vasculares y pardeamiento. Los primeros sintomas de la
enfermedad son el amarillamiento del follaje, seguido por
defoliacion. Las hojas infectadas posteriormente se oscure-
cen y se secan. La parte superior de la planta se marchita
durante el dia y se recupera en la noche, pero el mar-
chitamiento se incrementa hasta que la planta se marchita
completamente y se observa el oscurecimiento vascular en
los tallos y los peciolos de las hojas maduras infectados.
Las plantas afectadas y sus sistemas radicales se atrofian.
Bajo condiciones de mucha humedad, en los tejidos ata-
cados y con pudricion seca se forma un micelio aéreo
blanco cubierto por macroconidios que puede tornarse de
color rosa anaranjado; esto ocurre con frecuencia cerca de
la superficie del suelo o en cultivos con gran densidad de
siembra (Kranz, 1982).

El hongo produce retraso en el crecimiento y sintomas
de marchitamiento foliar, hasta que ocurre la quemazoén
foliar y el secamiento total de las plantas de tomate, y se
produce una necrosis interna de color marrén en la base del
tallo (Jaramillo, et al., 2007).

Por la gravedad de los sintomas, la resistencia gené-
tica es el método mas eficiente, econémico y ecoldgico
de manejo del marchitamiento vascular en el tomate. Sin
embargo, para el proceso de evaluacion y de seleccion de
genotipos resistentes, es necesario inducir el desarrollo
de los sintomas de la enfermedad mediante un método de
inoculacion eficiente que permita clasificar la reaccion de
los diferentes genotipos evaluados. Los métodos de ino-
culacion artificial permiten observar la variabilidad en los

Métodos de Inoculacion de Fusarium en tomate

periodos de incubacion y de latencia del hongo, el proceso
de colonizacion, el mecanismo de patogenia, la edad optima
de sensibilidad al agente causante de la enfermedad, asi
como la optimizacién del tiempo y los recursos econémicos
(Castaiio-Zapata, 1994; Ortiz & Hoyos, 2016).

Para la seleccion de materiales de tomate y otros culti-
vos resistentes a Fusarium spp., se han descrito diferentes
métodos de inoculacion (Lozovaya, ef al., 2004; Fischer,
et al., 2005; Narayanasamy, 2011; Ortiz & Hoyos,
2016; Angel-Garcia, ef al., 2018), pero en Colombia el
desarrollo de métodos de inoculacion de F. oxysporum f.
sp. lycopersici en tomate atn no se ha estudiado. Por esta
razon, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar
la eficiencia de cuatro métodos de inoculacion para inducir
los sintomas causados por F. oxysporum f. sp. lycopersici
en plantulas de tomate bajo condiciones controladas de luz
y de temperatura.

Materiales y métodos

Recoleccion de material vegetal. El material vegetal con sin-
tomatologia tipica del marchitamiento vascular se obtuvo de
una finca comercial ubicada en la vereda Alto Bonito del
municipio de Neira (Caldas) a una altura de 1.969 m.s.n.m.,
y una temperatura promedio anual de 19 °C. Se recolectaron
muestras de raices y tallos de plantas de tomate en estado
vegetativo, las cuales se guardaron en bolsas de plastico
debidamente selladas y rotuladas que posteriormente se
llevaron al Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad
de Caldas.

Aislamiento y prueba de patogenia del hongo. Se
procedio a hacer la siembra de tejido en medio de cultivo
PDA (39 g/L de agua). Se hicieron cortes longitudinales
en la corona de las raices de las plantas que presentaban
sintomas de necrosis en el area de los haces vasculares; en
la camara de flujo laminar se tomaron porciones de tejido
de aproximadamente 3 mm de diametro y se desinfectaron
con una solucion de hipoclorito de sodio al 1 %, luego se
pasaron a una solucion de alcohol antiséptico al 70 % y, por
ultimo, se lavaron en agua destilada estéril dejando el tejido
sumergido en cada una de las soluciones durante un minuto.
Se sembraron cuatro porciones de tejido en cada una de las
cajas de Petri (9 cm x 1,5 cm) que contenian 20 mL de PDA,
y estas se rotularon con el nimero de la muestra, la repeticion
y la fecha de siembra, y posteriormente se sellaron con papel
vinilpel (marca Cristaflex) y se llevaron a una incubadora
digital marca WTB Binder calibrada a 27 °C en condiciones
de oscuridad hasta observar esporulacion abundante del
hongo. Siguiendo la metodologia de Castafio-Zapata &
Salazar (1998), se extrajeron las estructuras reproductivas
del hongo de 15 dias de edad con una aguja de diseccion y se
colocaron en una lamina portaobjetos con dos gotas de azul
de lactofenol al 0,05 % (20 g de fenol cristalino + 20 cm® de
acido lactico + 20 cm? de glicerina + 20 cm?® de agua destilada
y azul de algodon al 5 % en agua); la muestra se cubri6 con un
cubreobjetos y se procedid a observarla bajo un microscopio
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compuesto de luz Scientific Revelation III (LW Scientific)
con objetivo de 40X, para observar las caracteristicas mor-
fologicas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici descritas
por Leslie & Summerell (2006).

Purificacion del hongo. Después de observar los macro-
conidios septados y los microconidios (en su mayoria unice-
lulares) caracteristicos del patogeno, se tomo un trozo del
crecimiento micelial del primer aislamiento (incluida una
pequena porcion de la colonia), con un poco de medio de
cultivo utilizando una aguja de diseccion, el cual se coloco
con PDA en cajas de Petri debidamente rotuladas que se
llevaron a una incubadora a 27 °C en oscuridad; diariamente
se observo el micelio, asi como la formacion de las estruc-
turas reproductivas del hongo.

Meétodos de inoculacion. Se establecieron cuatro méto-
dos de inoculacion: 1) método de inyeccion en la corona de
la raiz; 2) método por inmersion de las raices; 3) método
de discos de agar en la corona de la raiz, y 4) método de
inoculacion en plantulas in vitro. Estas metodologias se
aplicaron en plantulas de tomate Sweet Million (Solanum
lycopersicum L.) obtenidas a partir de semillas sembradas
en turba canadiense estéril y medio MS (4,6 g/L de agua +
30 g/L de sacarosa + 7,5 g/L de Phytagel®) (Murashige &
Skoog, 1962) conservadas en condiciones controladas del
Laboratorio de Tejidos Vegetales y del cuarto de termotera-
pia de la Universidad de Caldas donde se seleccionaron 25
plantulas en buenas condiciones de desarrollo por método.

Inyeccion en la corona de la raiz (T,). En el laboratorio
se hizo la inoculacion inyectando el hongo de 15 dias de
edad purificado en agar PDA a 25 plantulas de tomate Sweet
Million cuando éstas tenian tres hojas verdaderas (codigo
BBCH 103); en cada plantula se inyecto en la corona de la
raiz 1 mL de suspension conidial con una concentracion de
1 x 10% conidios por mL"' de agua destilada estéril con jerin-
gas para insulina de 1 mL (Okiror, 1998). Posteriormente,
se trasplantaron en bolsas de pléstico con dimensiones de 25
cm de alto x 10 cm de diametro llenadas con turba Spagnum
estéril y se dejaron en condiciones de laboratorio a una
temperatura promedio de 18,5 °C.

Inmersion de las raices (T,). Esta inoculacion se hizo
siguiendo la metodologia propuesta por Williams (1981)
y Estupifian & Ossa (2007). Se retiraron cuidadosamente
de las bandejas de germinacion 25 plantulas de tomate
cultivar Sweet Million de 30 dias de edad obtenidas a partir
de semilla; se hizo un lavado de las raices con agua de
grifo y con unas tijeras estériles se cortaron los apices de
la raiz principal. Posteriormente, cada una de las plantulas
se sumergioé hasta el cuello de la raiz durante 30 minutos
en vasos de precipitacion que contenian 250 mL de la sus-
pension conidial concentrada de 1 x 10° conidios por mL™! de
agua destilada estéril. Finalizado este proceso, las plantulas
se sembraron en bolsas de plastico con turba Spagnum esteril
y se dejaron en condiciones de laboratorio a una tempera-
tura promedio de 18,5 °C con fotoperiodo de 12 horas de dia
y 12 horas de noche.
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Disco de agar en la corona de la raiz (T,). Se tras-
plantaron 25 plantulas de tomate Sweet Million de 30 dias de
edad obtenidas a partir de semilla provenientes de bandejas
de germinacion con suelo esteril a vasos que contenian turba
Spagnum esteril. Después se cortaron con la boca de un
tubo de ensayo estéril porciones de agar PDA de 1 cm de
diametro con un crecimiento del patdogeno de 15 dias, y el
disco de agar se coloco con las esporas del hongo en la base
del tallo de cada plantula para después ser llevadas al cuarto
de termoterapia bajo condiciones controladas.

Inoculacion in vitro (T ). Se realizaron pruebas de pato-
genia en 25 plantulas de tomate Sweet Million de una edad
de 30 dias obtenidas a partir de semilla; cada semilla se
sembro6 en 25 mL de medio nutritivo MS vertido en frascos
de vidrio de 4 cm de diametro x 7 cm de alto, los cuales
fueron cuidadosamente tapados y sellados con papel vinilpel
(Cristaflex). Las plantulas crecieron bajo condiciones con-
troladas en el Laboratorio de Tejidos Vegetales a una tem-
peratura promedio de 18,5 °C y una intensidad luminica
de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. La inoculacion
individual de cada plantula se efectu6 con 1 mL de suspension
conidial en una concentracion de 1 x 10° conidios por mL"!
de agua destilada estéril, la cual se deposito en la base del
tallo mediante una micropipeta de 10-1.000 pL (Himedia®).

La concentracion de la suspension conidial utilizada se
ajustd con la ayuda de un hemacitdmetro (Bright Line®)
siguiendo la metodologia descrita por Castaiio-Zapata
(1998): se contaron los macroconidios y microconidios en la
cuadricula del centro y de las cuatro esquinas del hemacito-
metro, cada una con un area de 1 mm?, se sumo el numero de
conidios de las cinco cuadriculas y el resultado se multiplico
por 50.000, que es una constante, y se hicieron mediciones y
diluciones hasta obtener la concentracion deseada de 1 x 10°
conidios por mL™! de agua.

Variables evaluadas. Se determind la incidencia de la
enfermedad aplicando la siguiente formula:

Incidencia (%) = Ntmero de individuos enfermos/ total
de individuos * 100.

También se determiné el periodo de incubacion, defi-
nido como el tiempo necesario para que se desarrollaran los
signos de la enfermedad desde el momento de la inocula-
cion hasta su expresion. Asimismo, se calculd la tasa de
desarrollo de la enfermedad. Al ser Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici un patdgeno monociclico, no se deberia tener
en cuenta el factor de correccion log, (1/1-X), sin embargo,
la incidencia superd el X=0,05, por lo que se empled la
formula descrita por Castafio-Zapata (2002):

1 X X,
r =7 ~T loge X — log, Tox )
donde r = tasa de desarrollo, T, = tiempo final, T, =
tiempo inicial, X, = proporcion de incidencia de la enfer-
medad en tiempo final, X = proporcion de incidencia de la
enfermedad en tiempo inicial.

Anadlisis de datos. Se utilizé un disefio experimental

completamente al azar con cinco tratamientos; la unidad
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experimental fue de cinco plantulas por repeticion. Se
analizd la varianza y se hicieron pruebas de promedio de
tipo Duncan utilizando el programa PROC GLM de SAS
(SAS, 1992).

Resultados y discusion

Incidencia del marchitamiento vascular con los diferentes
métodos de inoculacion. La incidencia final de la enfermedad
mostrd diferencias estadisticas muy significativas (p<0,001)
entre los diferentes métodos de inoculacion evaluados, asi
como en las pruebas comparativas de tipo Duncan. La tnica
metodologia que produjo el 100 % de incidencia del mar-
chitamiento vascular fue la inoculacion in vitro (Figura 2).
Las evaluaciones de incidencia de la enfermedad en
cada uno de los métodos de inoculacion se realizaron durante
29 dias. Con el método in vitro, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici tuvo un periodo de incubacion de cinco dias
y se evidenci6 el marchitamiento de las plantulas (Figura
3A); al término de los cinco dias ya se manifestaba una
incidencia del 25 % y para el dia 11 se registré una del

Figura 2. Incidencia final del marchitamiento vascular con cada
método de inoculacion utilizado

* Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre los
métodos de inoculacion segiin la prueba de rangos multiples de
Duncan al 5 %.

Métodos de Inoculacion de Fusarium en tomate

100 %, a lo que siguid la necrosis de las raices (Figura
3B), el estrangulamiento del cuello del tallo (Figura 3C) y,
finalmente, la muerte de las plantulas (Figura 3D), siendo
éste el unico método de inoculacion con el que se registrd
en un 100 % de las plantulas la patogenia de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, resultado muy similar al obte-
nido por Angel-Garcia, ef al. (2018), quienes, al evaluar
diferentes métodos de inoculacion de Fusarium solani f.
sp. passiflorae en plantulas de maracuya (Passiflora edulis
Sims), obtuvieron un 100 % de incidencia de la secadera del
maracuya a los 6,2 dias de la inoculacion con el método de
cribado en tubos de ensayo (Kelman, 1967).

Con el método del disco de agar también se evidencid
una respuesta positiva pero no tan completa como con el
método anterior. El periodo de incubacion del hongo fue de
siete dias y la incidencia, del 20 %; para el dia 29 ésta llego al
50 %, aunque no se observo la muerte de las plantulas. Con
estos dos métodos se obtuvieron los mejores resultados, lo que
podria explicarse por las condiciones ambientales del cuarto
de termoterapia a donde se llevaron las plantulas después de
las inoculaciones y se mantuvieron con un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 de oscuridad y una temperatura promedio
de 20 °C; la temperatura 6ptima para el crecimiento micelial
del hongo oscila entre 27 y 28 °C (Walker, 1971).

Los métodos que no mostraron un resultado satisfac-
torio fueron los de inmersion e inyeccion, ya que el periodo
de incubacion del hongo fue de 17 dias, con una incidencia
del 15 y el 10 %, respectivamente. Con ambos métodos se
observaron sintomas leves de marchitamiento, la incidencia
fue baja hasta el final del experimento y no se causo la muerte
de las plantulas. Este resultado se considera atipico debido
a la agresividad del hongo, pero es posible que haya habido
una pérdida de la virulencia del patdégeno por el manejo del
hongo en el laboratorio, sumado a las pocas condiciones
ambientales favorables para su cultivo, ya que una vez se
hicieron las inoculaciones, las plantulas se colocaron en la
camara humeda y se mantuvieron en condiciones de labora-
torio a una temperatura promedio de 18,5 °C. Walker (1971)
afirma que a temperaturas inferiores a 16 “C y sobre los 34 °C
los sintomas de la enfermedad dificilmente se desarrollan.

Figura 3. Sintomas observados en el desarrollo del marchitamiento vascular del tomate. A) Marchitamiento de la plantula. B) Necrosis de
las raices. C) Estrangulamiento en el cuello del tallo. D) Muerte de la plantula
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Figura 4. Tasas de desarrollo (r) del marchitamiento vascular
causado por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici a lo largo del
tiempo con los diferentes métodos de inoculacion

Asi mismo, en un estudio realizado por Morales, et al.
(2014), quienes inocularon Fusarium oxysporum en espe-
cies silvestres del género Solanum seccion Ilycopersicon
mediante el método de inyeccion, se registré un periodo de
incubacion de 15 dias y se evidenciaron pocos signos de la
enfermedad y, hacia el final del experimento, en el dia 32
de la inoculacién, no habia muerte de plantulas, por lo que
los autores concluyeron que la poca virulencia del hongo se
debia al proceso de manejo y a la falta de condiciones clima-
ticas para su desarrollo, ya que las plantulas se mantuvieron
en baldes plasticos en exposicion libre. Sin embargo, utili-
zando la inoculacion por inmersion estos mismos autores no
emplearon el hongo aislado, sino el macerado de raices de
plantas con sintomas de la enfermedad provenientes de cam-
pos infestados, con lo cual indujeron la muerte del 57,8 % de
las plantas en un periodo de incubacion del hongo de 10 dias.

En condiciones de laboratorio, Lépez-Cardona &
Castaiio-Zapata (2013) inocularon la bacteria Pseudomonas
sp. mediante el método de inyeccion en tallos de tomate
de arbol (Solanum betaceum) y obtuvieron un 100 % de
incidencia de la muerte descendente y un periodo de incu-
bacion de la bacteria de cinco dias. Con este método de ino-
culacion se hunde la aguja en el tallo principal para llegar a
los vasos conductores de xilema y floema (Jiménez, et al.,
2004; Trandafirescu & Botu, 2009).

Poulsen, et al. (2013) realizaron un estudio de compara-
cion entre técnicas de inoculacion de Fusarium verticillioides
en espigas de maiz y obtuvieron una mejor respuesta con
el método de inyeccion en el canal de los estigmas, con
un promedio de incidencia final de 51 % en los hibridos de
maiz evaluados.

Tasas de desarrollo (v) del marchitamiento vascular
con los diferentes métodos de inoculacion. El calculo de
las tasas de desarrollo del marchitamiento vascular con los
diferentes métodos de inoculacion evidencid (como era de
esperarse después de los resultados de la incidencia de la
enfermedad) que la mayor tasa de desarrollo del marchita-
miento vascular se logré con el método de inoculacion in
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vitro, seguido por los discos de agar, la inmersion y la inyec-
cion, siendo estos dos ultimos métodos los que registraron
la menor tasa de desarrollo. Asimismo, los resultados per-
mitieron inferir que la tasa de desarrollo tuvo una relacion
directamente proporcional con la incidencia (Figura 4). En
este sentido, Castaifio-Zapata (2002) menciona que cuanto
mayor es la incidencia de una enfermedad, mayor es su
velocidad de desarrollo. En las condiciones del ensayo en
el presente estudio, con el método de inoculacion in vitro
se comprobd la teoria que define el triangulo de la enfer-
medad, es decir, un hospedante genéticamente susceptible,
un patogeno genéticamente virulento y un medio ambiente
favorable. Ninguno de estos componentes es independiente.

En conclusion, aunque los métodos de inoculacion
empleados en este estudio indujeron los sintomas de la
enfermedad, el método de inoculacién in vitro fue el mas
eficiente debido a la homogeneidad en los resultados obte-
nidos para las variables evaluadas de incidencia, tasa de
desarrollo y periodo de incubacion en condiciones controla-
das. Dicho método puede ser util para la seleccion masiva
de materiales promisorios de tomate por su reaccion a la
marchitez vascular.
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