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RESUMEN

La roya del gladiolo causada por Uromyces transversalis (Thumen) G. Winter, es una enfermedad de importancia cuarentenaria para
México. Este hongo se controla mediante continuas aplicaciones de fungicidas quimicos lo cual puede provocar resistencia, asi como
danos a la salud humana y contaminacion al medio ambiente.

Los objetivos de este estudio fueron: identificar métodos adecuados de inoculaciéon de U. transversalis en plantas de gladiolo en
condiciones de laboratorio e in vivo, identificar los isotiocianatos principales presentes en los extractos provenientes de plantas de
la familia Brassicacea y conocer su potencial fungicida junto con el de los isotiocianatos de bencilo y fenilo sobre U. transversalis en
condiciones de campo e invernadero.

Los experimentos se llevaron a cabo en los municipios de Yautepec y Ayala, Morelos y en el Centro de Desarrollo de Productos
Bioticos (CEPROBI) del Instituto Politécnico Nacional.

Las variables evaluadas en campo fueron indice de severidad, area afectada, porcentaje de infeccion y progreso de la enfermedad,
en invernadero solo las dos ultimas. Los métodos de inoculacién por aspersion y nebulizacion permitieron la infeccién en tres y dos
plantas, respectivamente. Los principales isotiocianatos presentes en los extractos alcohdlicos aplicados fueron el fenilo, bencilo, 2-
feniletilo, alilo y propilo. En los experimentos realizados en Yautepec y Ayala, se determind que las plantas tratadas con los extractos
a la concentracion de 0.1 %, tuvieron un porcentaje de infeccién menor que las tratadas con las concentraciones al 0.2 y 0.5 %. En
condiciones de invernadero, los isotiocianatos de fenilo y bencilo ejercieron un buen control del hongo. No se observé fitotoxicidad
en las plantas tratadas con los extractos e isotiocianatos en condiciones de invernadero y en campo.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Uromyces transversalis (Thiimen) G. Winter, productos naturales

GLADIOLUS RUST INOCULATION METHODS AND EVALUATION OF ISOTHIOCYANATES OF BOTANICAL
EXTRACTS FROM PLANTS OF THE BRASSICACEAE FAMILY IN RUST CONTROL

ABSTRACT

Gladiolus rust caused by Uromyces transversalis (Thiimen) G. Winter is listed as a major quarantine disease in Mexico. In Mexico, this
fungus is controlled by continuous fungicide applications, which can result in fungus resistance, risk to human health and environmental
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pollution. The objectives of this research were to identify the most adequate method of artificial inoculation of U. transversalis on
gladiolus plants under laboratory conditions and in vivo, to identify the main isothiocyanates of the extracts from plants of the
Brassicacea family, and to determine their fungicidal potential together with the isothiocyanates of benzyl and phenyl to control this
fungus under field and greenhouse conditions. Experiments were carried out in the regions of Yautepec and Ayala, Morelos, Mexico,
and at the Center for Development of Biotic Products (CEPROBI) at the Instituto Politecnico Nacional. The main parameters evaluated
in the field were disease severity, affected area, percentage infection and disease progress. In the greenhouse only percentage of
infection and disease progress were studied. The results associated with artificial inoculation by the methods of spraying and
steaming resulted in infection of 2 to 3 plants. The main isothiocyanates identified in the extracts applied were phenyl, benzyl, 2-
phenylethyl, alyl and propyl. In the experiments carried out in Yautepec and Ayala, plants treated with the extract at the concentration
of 0.1 % had a lower percentage infection than those treated at 0.2 % and 0.5%. Under greenhouse conditions, the isothiocyanates
of phenyl and benzyl exerted good control of the fungus. In plants treated with extracts and isothiocyanates under greenhouse and

field conditions no phytotoxicity was observed.

ADDITIONAL KEY WORDS Uromyces transversalis (Thimen) G. Winter, natural products,

INTRODUCCION

El gladiolo (Gladiolus sp.) es una de las flores mas
importantes en el mundo. Ocupa el quinto lugar entre las
plantas bulbosas y es una de las mas apreciadas dentro
de las ornamentales por la diversidad de sus colores
(Linares 2004; Beltran, 2005)). En México, la produccién
de gladiolo se concentra en algunos estados, siendo el
Estado de México el principal productor de flores de corte
(80 % de la produccioén nacional). Actualmente, Morelos se
ha convertido en un estado productor importante. Los
principales municipios productores en este estado son:
Yautepec, Ciudad Ayala, Huitzilac y Coatlan del Rio con
una superficie de 500 ha aproximadamente dedicadas a
las variedades ‘Blanca Espuma’, ‘Blanca Borrego’, ‘Roja
Borrego’, ‘Rosa Blanca’ y ‘Salmoén’, principalmente (Cabrera
y Orozco, 2003).

Los principales problemas fitosanitarios son causados
por hongos, siendo actualmente Uromyces transversalis
(Thimen) G. Winter, el patdbgeno mas importante causante
de la roya del gladiolo; una de las enfermedades mas
destructivas ya que puede ocasionar pérdidas del 100 %
de la produccién y hace imposible su cultivo sin el uso de
fungicidas (Ferreira, 1989). En México, su presencia fue
detectada en noviembre de 2004, en los estados de México,
Puebla y Morelos (SAGARPA, 2005a) y posteriormente en
Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz (Brown,
2005). Dentro de las alternativas de control de esta
enfermedad, se tiene el uso de variedades resistentes como
‘Melody’, ‘Chopin’, ‘White goddess’, entre otras (Garibaldy
y Aloj, 1980). Otros autores reportan que las aplicaciones
semanales de fungicidas comerciales como Flint® 50 Gs,
Plantvax®, Captan®, Amistar® 50 y Manzate®, han tenido
un control significativo de la enfermedad junto con la quema
de residuos (Garibaldi y Aloj, 1980; SAGARPA, 2005b;
CESVMOR, 2006).

En la naturaleza, los diferentes tipos de roya son
consideradas como parasitos obligados, pero algunas de
ellas pueden crecer bien en medios de cultivo especiales a
nivel laboratorio (Agrios, 2007), y aunque la produccion de
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inéculo es relativamente sencilla, los métodos de
inoculacion pueden variar porque la deposicién directa de
las uredosporas sobre el tejido susceptible, no garantiza
que el proceso de infeccion sea efectivo por fallas durante
la germinacion y crecimiento del hongo, asi como por la
estructura fisica del tejido (Ferreira y Rijkenberg, 1991).

Actualmente, existe la tendencia de utilizar menos
agroquimicos sintéticos en la agricultura, o que ha motivado
investigaciones que generen alternativas mas ‘amigables’
con el medio ambiente, menos toxicas para la salud
humana y con menor probabilidad de generar resistencia
en los hongos (Bautista-Bafios et al., 2000). De esta
manera, el uso de técnicas naturales y biolégicas basadas
en la aplicacion de compuestos naturales de origen animal
o vegetal ha tomado auge (Hernandez-Lauzardo et al.,
2007). Grainge y Ahmed (1988), mencionaron que se
conocen aproximadamente 2,400 especies vegetales con
propiedades fungicidas, nematicidas, bactericidas e
insecticidas; de las cuales cerca de 400 presentan
propiedades fungicidas contra 142 diferentes especies de
hongos fitopatégenos. Sin embargo, las familias con mayor
potencial fungicida son: Apiaceae, Asteraceae,
Brassicaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Ranunculaceaeay
Rosaceae entre otras. Monfort et al. (2007), reportaron que
las especies de Brassicaceas como el nabo (Brassica napus
L.), brécoli (B. oleracea L.), rabano (Raphanus sativus L.) y
espinaca (Spinacia oleraceae L.), pueden ser una alternativa
viable a la utilizacion del bromuro de metilo contra
microorganismos del suelo

Las propiedades antifungicas de las plantas de la
familia Brassicaceae se atribuyen principalmente a los
isotiocianatos que se forman al ser dafadas, los cuales
son responsables en parte de su particular sabor y estan
entre los agentes naturales del control organico mas
efectivos de enfermedades causadas por hongos
(Stoewsand, 1995; Smolinska et al., 1997; 2003; Shapiro
et al., 2005). Estos compuestos son productos de amplio
espectro, biodegradables que no inducen resistencia en
hongos (Troncoso et al., 2005). Se ha reportado que algunas
mezclas comerciales de isotiocianatos fueron efectivas en



el control e inhibicion del crecimiento micelial de algunos
hongos fitopatdgenos y del suelo tales como Alternaria
alternata (Fries) Keissler, Monilinia laxa (Adher. et Ruhl.),
Mucor piriformis Fisch., Penicillium expansum Link,
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.; Ex.) Fr. Lind., Rhizoctonia
solani Kihn, y Fusarium oxysporum Schlecht, los cuales
inhibieron la germinacion de clamidosporas de este ultimo
y de las oosporas de Pythium irregulare Buisman (Shetty
et al., 2000; Smolinska et al., 2003; Tiznado Hernandez y
Troncoso-Rojas, 2006; Sellam et al., 2007).

Los objetivos de este estudio fueron: 1) evaluar
diferentes métodos de inoculacién de U. transversalis, 2)
identificar los principales isotiocianatos presentes en los
extractos evaluados y 3) evaluar el potencial fungicida de
extractos botanicos provenientes de la familia Brassicacea
e isotiocianatos en el control de la roya del gladiolo en campo
e invernadero.

MATERIALESY METODOS

Obtencién y preparacion del in6culo

Urediniosporas de U. transversalis se colectaron
directamente de hojas de gladiolo cultivadas en el ejido ‘El
Chirimoyo’ en Yautepec, Morelos. Las pustulas se
localizaron en las hojas primarias infectadas, las cuales se
cortaron desde la base y colocaron en hojas de papel
periédico en cajas tipo Walter con perforaciones para
trasladarse al laboratorio de Fitopatologia del Centro de
Desarrollo de Productos Biéticos (CEPROBI) del Instituto
Politécnico Nacional en Yautepec, Morelos. Las hojas
infectadas se colocaron en prensas. Cuando las hojas
estaban completamente secas, aproximadamente 15 dias
después de la colecta, se extrajeron las urediniosporas por
raspado de las pustulas con una aguja de diseccion
esterilizada y se almacenaron en frascos color ambar de
10 mL a temperatura ambiente (25 °C) para su uso posterior.
Las urediniosporas se colocaron en un vaso de precipitados,
se les agreg6 agua destilada esterilizada (20 mL) y unas
gotas de Tween 20® (0.05 %) hasta formar una solucién
anaranjada. Con la ayuda de un hemacitometro, se conto
el numero de urediniosporas en la solucién, la cual contenia
aproximadamente 2x10°% urediniosporas mL-".

Evaluacion de métodos deinoculaciéon de U. transversalis

a) Inoculacion en porciones de hoja. Se colectaron
hojas de plantas sanas de las variedades ‘Rosa Blanca’,
‘Blanca Espuma’, ‘Salmén’ y ‘Amarilla’. Siguiendo la
metodologia modificada de Hsiang et al. (2004), se cortaron
trozos de hoja (4-7 cm de largo), se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (1 %), y se lavaron con agua destilada
esterilizada. Al mismo tiempo, se cortaron circulos de papel
filtro (10 cm de diametro) los cuales se humedecieron en
acido giberélico y se colocé dentro de cada caja de Petri.
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Los métodos de inoculacion fueron tres: por suspension,
contacto y transferencia. En el caso de la suspension, se
realizé una puncion (herida) en las hojas con una aguja de
disecciéon esterilizada en donde se depositaron
aproximadamente 0.5 mL de la suspension de
urediniosporas (2x10°%). En el método por contacto, los
trozos de hojas con herida, se inocularon por frotacion con
hisopos esterlizados humedecidos con la solucién de
urediniosporas. En el método por transferencia, los trozos
de hojas sanas se frotaron con hojas infectadas (Hsiang et
al., 2004). Las porciones de hoja inoculadas se colocaron
en cajas Petri, las cuales se sellaron e incubaron en
condiciones de luz artificial, oscuridad, y luz fluorescente
(2,700 lux) a temperatura ambiente (28 + 2 °C) durante todo
el periodo de incubacion. Se realizaron cuatro repeticiones
en cada caso y por variedad en un arreglo completamente
al azar. El experimento se repitio dos veces.

b) Pruebas en macetas. Se utilizaron plantas de
gladiolo de la variedad ‘Peter Pears’ por ser de las variedades
mas susceptibles a la roya. Los cormos se plantaron en
macetas de 25.4 cm en una mezcla comercial a base de
lombricomposta (Fernatol®), Turba (Sun Shine Mix® 3) y
fibra de coco en proporcion 50:30:20. Las plantas se
colocaron bajo condiciones de laboratorio (25 °C + 2, 80 %
HR) o invernadero (28 °C £ 2, 70 % HR). Las inoculaciones
se realizaron una vez que las plantas comenzaron a formar
la espiga floral (tres meses). En estas pruebas, se evaluaron
cuatro métodos de inoculacion: espolvoreo, inyeccion,
aspersion y nebulizacién (Roelfs et al., 1992). En el método
por espolvoreo, una vez que las hojas se limpiaron con agua
destilada, el in6culo (aproximadamente, 1.8x10°¢
urediniosporas) se mezclé con talco comercial (1:2) y se
aplicé en ambos lados de las hojas. En el segundo método,
la solucién de urediniosporas (2x10°urediniosporas mL-1)
se inyectd en las hojas en la parte del macollo. En el tercer
método, se asperjaron aproximadamente 20 mL de la
solucion de urediniosporas con la concentracion antes
mencionada con un atomizador (500 mL) hasta cubrir
totalmente la hoja. Para el ultimo método, se construyo
una camara con material de herreria cubierto con plastico
transparente sellado con silicén. En el interior de la camara
se colocd una base de unicel (2.5 cm de grosor) cubierta
con una esponja humeda. Se adapté una compresora de
aire (1 HP, Campbell Hausfeld). En la boquilla de salida se
colocd una unidad de aerografo (Badger) con un depdsito
de agua que contenia 150 mL de la suspensién de
urediniosporas antes mencionada, la cual fue expulsada
en el interior de la camara nebulizadora.

Las plantas inoculadas por los primeros tres métodos,
se colocaron en camaras humedas (28 °C, 80 % HR, 24 h)
y posteriormente se cultivaron en condiciones de luz y
oscuridad a 25 °C + 2. Se utilizaron seis macetas en cada
caso con tres plantas por maceta, mientras que en el tltimo
método, se nebulizaron 18 plantas durante 12 h con
intervalos de 5 min. Al finalizar los ciclos de nebulizacion,
las plantas se colocaron a temperatura ambiente (28 °C +
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2; 75 % HR). Los experimentos se realizaron en un disefio
bloques al azar y se repitié dos veces.

Preparacion de los extractos vegetales

En el mercado local se compré coliflor, brécoli y
rabanos. De los dos primeros se utilizaron las
inflorescencias, y del tercero la raiz principal. Se lavaron
con agua corriente, colocandose sobre un papel secante y
se picaron. El material cortado se pesé en proporciones
similares de 500 g cada uno, los cuales se colocaron en un
recipiente con 3 L de alcohol etilico al 70 %, y se dejo
reposar (30 dias) con la finalidad de extraer los compuestos
con potencial fungicida. De la solucién obtenida, se filtro y
se prepar6é una solucion ‘stock’ (1:20) extracto:agua de la
cual se prepararon las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2
y 0.5 %, v/v. Las soluciones se colocaron en frascos color
ambar.

Identificacion de isotiocianatos

La identificaciéon de los isotiocianatos presentes en
los extractos preparados se realizé en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigaciéon en
Alimentacion y Desarrollo, A.C., Sonora, México, utilizando
la metodologia reportada por Troncoso et al. (2005). La
identificacion se realizd en extractos alcohdlicos recién
preparados, con un mes de reposo, en la solucion stock y
en los extractos acuosos a las concentraciones de 0.1,
0.2 y 0.5 %. Se tomd6 una muestra de los volatiles del
espacio de cabeza del vial, mediante la técnica de
microextraccion en fase solida (MEFS). Se utilizé una fibra
de polidimetilsiloxano de 100 mm (Supelco Inc., Bellefonte,
PA), la cual se insertd a través de la septa de teflon/silicon
y después de 10 min de exposicion, se retird e insertd en
un cromatografo de gases para su desorcion. Los analitos
se identificaron utilizando un cromatégrafo de gases
(VARIAN, Palo Alto) modelo 3400 cx acoplado a un
espectrometro de masas como detector (SATURNO 3). Se
utilizé una columna capilar de silica fundida DB-5 de 0.25
milimetros de diametro y 30 metros de largo (J & W
Scientific, Folsom, CA), utilizando helio como gas
acarreador con flujo de 5.5 ml-‘min~'. Las condiciones
cromatograficas fueron: temperatura del inyector, 200 °C,
temperatura del detector 280 °C, temperatura del horno, 40
°C por 1 minuto con incrementos de 4 °C-minuto™' hasta
180 °C, una energia de ionizacion de 70 eV con un rango
de masas de 30 a 280 m/z. Se compararon los tiempos de
retencién de cada uno de los analitos detectados, con los
obtenidos de sustancias de referencia, asi como por adicion
de estandares y sus correspondientes datos espectrales.

Evaluacion de los extractos vegetales en campo: Areas
de estudio y tratamientos aplicados

En el Cuadro 1 se detallan los tratamientos aplicados
en las areas de estudio de Yautepec y Villa Ayala. Para la
aplicacion de los extractos se utilizaron mochilas de
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aspersion manual (SOLO®) de 15 L. Las aplicaciones
comenzaron a los 20 dias de edad de la planta (var. ‘Blanca
Espuma’) que contaba con dos hojas desarrolladas. Se
calibro el equipo de acuerdo con la dosis y se asperjaron
las plantas hasta cubrir toda el area foliar. En relacién a los
tratamientos con fungicidas, en Yautepec, en las dos
primeras aplicaciones se asperjoé Captan® + Manzate®, en
la tercera y cuarta aplicacién se utilizé s6lo Amistar® y en
la quinta no se aplicaron fungicidas mientras que en Villa
Ayala, se utilizd Unicamente el fungicida Amistar®. En
ambas areas de estudio, se realizaron cinco aplicaciones
con un intervalo de siete dias. Se registro diariamente la
temperatura y humedad relativa, durante tres meses.

Variables evaluadas

Se evaluo el indice de severidad y porcentaje del area
infectada. El progreso de la enfermedad se cuantifico
semanalmente por cinco semanas. La severidad se evalud
como un indice modificado de la escala originalmente
propuesta para Puccinia recondita en hojas de trigo
propuesta por el Instituto para la Proteccion de las Plantas
(IPO, Wageningen, Netherlands, por sus siglas en inglés).
Para determinar la cantidad de pustulas presentes en una
hoja, se tomo el promedio de pustulas por cm?, en el que
se evaluaron solamente las seis primeras hojas de la planta,
después se ponder6 el porcentaje e indice de severidad
correspondiente (Cuadro 2). Al final del experimento (fin del
desarrollo de la vara floral) se cuantificé el nUmero de plantas
infectadas por tratamiento y el resultado se expresé en
porcentaje de infeccion.

Unidad y disefio experimental

Los experimentos se realizaron en una superficie de
400 m? subdividida en 25 cuadrantes de 16 m2 c/u (4 x 4)
equivalente a cinco surcos de 4 m. Se tuvieron cinco
repeticiones por tratamiento. El analisis de los datos se
realizé por medio de un analisis de varianza (ANOVA) para
el disefio completamente al azar y la comparacion de medias
por diferencia minima significativa (DMS, P<0.05). El andlisis
se realiz6 en el paquete estadistico SIGMA STAT version
21.

CUADRO 1. Tratamientos aplicados en las areas de estudio de
Yautepec y Villa Ayala, Morelos.

NUmero de Area de estudio
tratamiento Yautepec Villa Ayala
1 Extracto alcohdlico 0.1 % Extracto alcohdlico 0.1 %
2 Extracto alcohdlico 0.2 % Extracto alcohdlico 0.1 %
+ Amistar® 2gL’
3 Extracto alcohdlico 0.5 % Extracto alcohdlico 0.2 %
+ Amistar® 2gL’
Agua Agua

5 Captan® 50 1-gL"+
Manzate® 1-gL"' o Amistar®

2-gL"" Fungicida Amistar®




CUADRO 2. Relacién entre el numero de pUstulas de U.
transversalis, presentes en las hojas de gladiolo,
el porcentaje del area dafiada y el indice de

severidad.
Numero de Porcentaje del indice de
pUstulas area dafiada severidad
1-29 1-4 1
30-59 5-9 2
60-99 10-19 3
100-99 20-39 4
200-299 40-59 5
300-449 60-89 6
Mas de 450 90-100 7

Evaluacion de extractos vegetales e isotiocianatos en
condiciones de invernadero

Se utilizaron cormos de gladiolo de la variedad ‘Roja
Borrega’ de Villa Guerrero, Estado de México. Los cormos
se plantaron en macetas de 10 pulgadas. Se utilizé6 como
sustrato la mezcla descrita anteriormente. Se plantaron dos
cormos por maceta y cultivaron en un invernadero tipo tunel
de 60 m? (5 x 12 X 3m) con cubierta de plastico lechoso y
laterales con malla antiafidos ubicado en el campo
experimental del CEPROBI. Se siguieron los cuidados en
riego, fertilizacion, control de plagas y enfermedades de
acuerdo a lo aconsejado por el manual técnico fitosanitario
del cultivo de la gladiola (SAGARPA, 2005b). La inoculacién
con U. transversalis se realizé cuando las plantas de gladiolo
tenian tres hojas desarrolladas. Se realizaron dos tipos de
inoculacion, en la primera las plantas se inocularon por
aspersion de acuerdo con la metodologia antes mencionada.
Se aplico por aspersion la solucion de urediniosporas (2x10°)
con un atomizador manual (500 mL) en plantas sanas. Otra
forma de inoculacion consistié en llevar al invernadero 10
plantas cultivadas en campo e infectadas severamente con
U. transversales. Las plantas infectadas se distribuyeron
estratégicamente entre las plantas sanas. Se mantuvo una
humedad relativa de 60 %. Los tratamientos probados fueron
los siguientes: T1: Extracto alcohdlico 0.1 %, T2: Bencil-
isotiocianato 0.1 % (Sigma-Aldrich), T3: Fenil-isotiocianato
0.1 % (Sigma-Aldrich), T4: Agua y T5: Amistar® (2g-L™"). Para
la aplicacion de los isotiocianatos se utilizaron circulos de
papel filtro de 1.5 cm de diametro a los cuales se les agrego
3 ul de cada concentracién de isotiocianato. Se colocaron
en el centro de cada maceta las cuales se cubrieron por 24
h con bolsas de plastico, con la finalidad de que los volatiles
se concentraran durante ese tiempo. Las aspersiones con
el fungicida y extractos comenzaron cuando las plantas
presentaron sintomas de infeccion y presencia de pustulas
de U. transversalis (30 dias de edad y cuatro hojas
desarrolladas).

Variables evaluadas

Se evaluo el porcentaje de infeccién y progreso de la
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enfermedad semanalmente por cinco semanas. La primera
evaluacion se inicio siete dias antes de la primera aplicacion.
Se tomé como muestra 12 macetas con dos plantas c/u.
Se seleccionaron las macetas centrales. Se tomaron datos
de temperaturay HR.

Unidad, disefio experimental y andlisis estadistico

La unidad experimental fueron 25 lotes de 12 macetas
(24 plantas por lote) dentro de un invernadero de 60 m?
dividido en tres secciones con cuatro pasillos y un total de
300 macetas. La distribucion de los tratamientos se hizo
de acuerdo a un disefio completamente al azar. Se realizo
un analisis de varianza y la comparacion de medias por
DMS (Diferencia Minima Significativa P<0.05). Se utilizé el
paquete estadistico SIGMA STAT version 2.1.

RESULTADOS

Evaluacion de métodos de inoculacion de U.
transversalis en condiciones de laboratorio y en maceta

En los tres métodos de inoculacién probados en las
porciones de hojas de gladiolo, no se observé infeccion por
U. transversalis. De las pruebas de inoculacion en maceta,
s6lo en los métodos de aspersién y nebulizacion localizada
se observé una infeccion minima de tres a dos plantas con
U. transversalis (Cuadro 3). La escasa infeccion se produjo
en las primeras dos hojas basales de las plantas. Las
pustulas presentes en las hojas aparecieron 10 y 11 dias
después de la inoculacion.

Composicion de los extractos aplicados

Los resultados del analisis cromatografico de los
extractos aplicados presentaron diferentes tipos y
concentraciones de isotiocianatos (Cuadro 4). En el extracto
alcohdlico recién preparado, se identificd Unicamente el
isotiocianato 2-feniletilo en una concentracion baja de 0.210
mg-mL-' mientras que, en los extractos de un mes de
almacenamiento y a las concentraciones de 0.1,0.2y 0.5
% se identificaron ademas a los isotiocianatos de fenilo, y
bencilo. En la solucién ‘stock’, ademas de observarse las
concentraciones mas altas de isotiocianatos también se

CUADRO 3. Relacién de plantas infectadas, nimero de pustulas
y tiempo de aparicion de la infeccion en las hojas
de gladiolo inoculadas con diferentes métodos.

Método de Ndmero de Ndmero de Tiempo de
inoculacién plantas pustulas aparicion de
infectadas la infeccién
Espolvoreo 0 0 0
Inyeccién 0 0 0
Aspersion 3 5 11 dias
Nebulizacion 2 2 10 dias
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CUADRO 4. Identificacion y concentraciéon de isotiocianatos
presentes en los extractos aplicados en campo e
invernadero.

Extracto Concentracion de isotiocianatos mg-mL™
Alil Propil Fenil Bencil 2-Feniletil

Extracto

alcohdlico

recién

preparado 0.210

Extracto de

1 mes de

almacenamiento 2.332 1.925 0.978

Solucién ‘stock’ 0.048 0.022 10.146 11.268 8.226

Extracto al 0.1 % 1.758 2419 1.612

Extracto al 0.2 % 2.032 3.265 2.732

Extracto al 0.5 % 3.158 3.477 6.108

identificaron los isotiocianatos con los grupos alilo y propilo
aunque en concentraciones muy bajas (0.048 y 0.022
mg-mL™")

Evaluaciéon de los extractos vegetales en campo.
Indice de severidad, porcentaje de area afectada,
porcentaje de infeccién y progreso de la enfermedad.

Aunque hubo diferencias significativas, en general, el
indice de severidad fue muy similar entre los tratamientos
tanto en la parcela de Yautepec (5) como en la de Villa
Ayala (1) (Cuadro 5). En relacion al porcentaje del area
afectada de las hojas, éste vario en la parcela de Yautepec
de 35 a 58 %, mientras que en las plantas de las parcelas
de Villa Ayala el area afectada fue de 2 a 5 %.

CUADRO 5. indice de severidad y porcentaje del area infectada
por U transversalis en plantas de gladiolo tratadas
con los extractos de Brassicaceas a diferentes
concentraciones en parcelas ubicadas en los
municipios de Yautepec y Villa Ayala, Morelos.

Tratamientos indice de Area
severidad* afectada (%)
Parcelas de Yautepec
Extracto 0.1% 5a 41
Extracto 0.2 % 5a 45
Extracto 0.5 % 5a 58
Agua 5a 47
Combinacién de fungicidas 4b 35
Parcelas de Ayala
Extracto 0.1 % 1a 2
Extracto al 0.1 % y Amistar® 1a 3
Extracto 0.2 % y Amistar® 1a 2
Agua 2b 5
Amistar® 1a 3

*Letras iguales en columnas indican similitud estadistica DMS (P<0.05).

Métodos de inoculacion...

En los tratamientos llevados a cabo en el municipio
de Yautepec hubo diferencias estadisticas en el porcentaje
de infeccion (P<0.05). Las plantas de los tratamientos con
extracto al 0.1 % y fungicidas, respectivamente ((T1y T5)
presentaron el porcentaje menor de infeccion (38 'y 41 %,
respectivamente), mientras que en las tratadas con el
extracto al 0.5 % (T3) se observo el porcentaje mayor de
infeccion (71 %) (Figura 1a). En general, en los tratamientos
de Ayala, Mor. el porcentaje de infeccion fue menor en
contraste con lo observado en el municipio de Yautepec.
También hubo diferencias significativas en el porcentaje de
infeccion (P<0.05). En las plantas tratadas con el extracto
al 0.1 %, la combinacién del extracto al 0.1 % con el
fungicida Amistar (T2) y el fungicida solo (T5), el porcentaje
de la infeccion fue de 15 %, mientras que con el tratamiento
control (T4) fue de 32 % aproximadamente (Figura 1b).

En Yautepec, la enfermedad se manifestd desde la
segunda evaluacion (siete dias) mientras que en Ayala hasta
la cuarta evaluacion (21 dias) (Figura 2a, 2b). En general,
la manifestacion de de la enfermedad fue similar hasta los
14 dias de evaluacion en Yautepec, incrementandose a los
28 dias en las plantas tratadas con el extracto a las
concentraciones de 0.2y 0.5 %. Para el municipio de Ayala,
se observoé que el desarrollo de la enfermedad fue similar

100 4| T1(extracto 0.1%)
T2 (extracto 0.2%)
90 1| 13 (extracto 0.5%) a
4| T4{agua)
80 T5( inacion defungicidas) d
S
b=
<
2
E
T T2 T3 T4 T5
Tratamientos
100 4| T1(extracto 0.1%)
1| T2(extracto 0.1% + Amistar) b
90 | 13 (extracto0.2% + Amistar)
80 - T4(agua)
T5 (fungicida Amistar)
= 70 A
=
2 60 4
2 50 A
2 40 A c
2 30 - . b
20 - a a a
o @ | A
0 - T T
T T2 T3 T4 T5
Tratamientos

FIGURA 1. Porcentaje de infeccion de plantas de gladiolo
infectadas por Uromyces transversalis, tratadas con
extractos de Brassicaceas en parcelas ubicadas
en a) Yautepec y b) Villa Ayala, Morelos. Letras
iguales en columnas indican similitud estadistica,

DMS (P<.05).



19

—+—T1 (extracto al 0.1%) —&—T2 (extracto al 0.2%) T1 (extracto al 0.1%) T2 (bencil isotiacianato)
—4—T3 (extracto al 0.5%) —x—T4(agua) T3 (fenilisotiocianato) T4{agua) a
—*—T5 (combinacion defungicidas) 16 T5 (fungicida Amistar)
100 a 14 4
90 N
12 A a
80 s 0 | a
5 ™ g
§ 60 g 8
£ 50 T b
W AR b
&30 4
: ' W
10 2 4
0 T (] T - T ™ -
1 7 Lad 2 28 ™ 12 3 T4 5
dias de evaluacion Tratamientos
—+— T1(extracto al 0.1%) —8— T2 (extracto al 0.1% + Amistar) —*— T1(extracto al 0.1%) —®—T2 (bencilisotiocianato) b
—a— T3 (extracto al 0.2% + Amistar)  ——T4(agua) —*— T3({fenilisotiocianato)  —=—T4(agua)
—*— T5 (fungicida Amistar) —— T5 (fungicida Amistar)
16 -
100 - b
90 A 14 4
80 1 12
] £
g7 2 10 4
e g
= 50 4 = 3
- ©
g 40 A 3 6
s 30 4 1 -
20 A 2
10 ]
0 - 0 i
1 14 21 28 1 7 14 21 28
dias de evaluacion dias de evaluacion

FIGURA 2. Progreso de la enfermedad causada por Uromyces
transversalis en plantas de gladiolo tratadas con
extractos de Brassicaceas, en parcelas ubicadas en
la region de a) Yautepec y b) Villa Ayala, Morelos.

hasta los 21 dias de evaluacion, incrementandose a los 28
dias en las plantas tratadas con agua.

Tratamientos bajo condiciones de invernadero.
porcentaje de infeccidon y progreso de la enfermedad

Se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos respecto al porcentaje de infeccién del gladiolo
en condiciones de invernadero (P<0.05) (Figura 3). En
general, la infeccién causada por U. transversalis fue baja
en todos los tratamientos cayendo en un intervalo de 4 a
12 %. La infeccion menor se observé en las plantas tratadas
con el isotiocianatos de fenilo (4 %) y la mayor en las plantas
tratadas con agua (12 %) (Figura 3).

En relacion al desarrollo de la enfermedad, en las
primeras evaluaciones (dias 1 y 7) no se observaron
sintomas de la enfermedad en ninguno de los tratamientos
aplicados, en la siguiente evaluacion (dia 14), las plantas
tratadas con el extracto al 0.1 % presentaron un porcentaje
de infeccién del 3 %, mientras que las plantas tratadas con
los isotiocianatos de fenilo y bencilo la infeccion fue del 4 y
6 %, respectivamente. Las plantas tratadas con la
combinacion de fungicidas tuvieron un porcentaje de
infecciéon del 8 %. En la cuarta evaluacion (dia 21), se
observaron porcentajes de infecciéon de 7, 10y 12 %, en

FIGURA 3. Porcentaje de infecci6on a) y progreso de la
enfermedad b) causada por Uromyces transversalis
en plantas de gladiolo tratadas con extractos de
Brassicaceas e isotiocianatos bajo condiciones de
invernadero. Letras iguales en columnas indican

similitud estadistica, DMS (P<0.05).

las plantas tratadas con el extracto al 0.1 %, agua y
Amistar®, respectivamente, mientras que en las plantas
tratadas con los isotiocianatos la infeccion no se
incremento. En la dltima evaluacién (dia 28), las plantas
tratadas con Amistar® alcanzaron un porcentaje promedio
de 14 % de infeccion, seguido de las plantas testigo (12 %)
y plantas tratadas con el extracto al 0.1 % (14 %).

DISCUSION

En los experimentos relacionados con la evaluaciéon de
los diferentes métodos de inoculacion de U. transversalis en
condiciones de laboratorio, no se tuvo éxito en lograr la
infeccion en los segmentos de hojas de gladiolo, a diferencia
de los resultados presentados por Hsiang et al. (2004), quienes
lograron inocular Puccinia hemerocallidis en segmentos de
hoja de lilis (Hemerocallis sp.) con la metodologia probada en
nuestro estudio. La roya es un parasito obligado y no puede
vivir o desarrollarse en medios artificiales o en condiciones
que no sean su hospedante principal o alterno. Siguiendo
algunos métodos de inoculacion in vivo propuestos por Roelfs
et al. (1992), se observé una minima incidencia de U.
transversalis con el método de aspersion, sin embargo, en
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futuras evaluaciones habria que considerar diversos aspectos
tales como temperatura, concentracion del inéculo, nimero
de plantas y época del afio que pudieran tener efecto sobre el
éxito 0 no de lainfeccion de U. transversalis.

En los experimentos realizados en Yautepec, los
extractos al 0.1 % tuvieron un efecto fungicida sobre U.
transversalis, similar a la aplicacion de los fungicidas ya
que en ambos se presentd el menor porcentaje de infeccion
(41y 38 %, respectivamente). Las plantas que presentaron
una infeccién mayor que los tratamientos anteriores fueron
las tratadas con los extractos a las concentraciones de
0.2y 0.5 %, y agua. En previos estudios se comprobé que
estos extractos a diferentes concentraciones, en lugar de
inhibir, estimularon la poblacién de algunos hongos como
Phytium sp (Mazzola et al., 2001).

En los experimentos realizados en el area de Ayala,
se decidié continuar con la aplicacién del extracto a la
concentracion de 0.1 % ya que en los experimentos
realizados en Yautepec éste fue el que mostré6 mejores
resultados. Por otro lado, se decidi6 probar el sinergismo
entre los extractos y los fungicidas quimicos que los
productores de estas dos regiones utilizan para controlar
la roya del gladiolo. En las plantas tratadas con el extracto
al 0.1 %, extracto 0.1 % + Amistar® y, s6lo Amistar®, el
porcentaje de infeccion fue del 15 %, mientras que las
plantas tratadas con el extracto al 0.2 % + Amistar® v,
agua se observé un porcentaje de infeccion de 20 y 35%
respectivamente. Estos resultados nos indican que no hubo
el sinergismo esperando entre el fungicida y el extracto a
0.1 %. Es importante mencionar que la aplicacion de los
extractos en combinacién con los fungicidas quimicos no
genero ningun tipo de fitotoxicidad en las plantas de gladiolo,
ya que al final de las evaluaciones las plantas que fueron
objeto de estudio mostraron el mismo porte y la misma
calidad que las cultivadas por el productor.

En la presente investigacion, en la regién de Villa
Ayala, la poblacion de plantas infectadas fue menor hasta
en un 30 % en comparacion con los experimentos realizados
en Yautepec, una explicacion para esto es que los métodos
de cultivo implementados por los productores del municipio
de Ayala, son totalmente distintos a los empleados por los
productores del municipio de Yautepec, en el primero, se
aplica el fungicida Amistar® a los diez dias de emergencia
de los cormos y semanalmente se llevan a cabo las
aplicaciones, mientras que en Yautepec primero se aplican
fungicidas preventivos con Captan®y Manzate® (captan y
mancozeb) y posteriormente realizan dos aplicaciones de
Amistar®. En Villa Ayala, el indice de severidad fue 40 %
menor comparado con el experimento realizado en
Yautepec, debido probablemente a las bajas temperaturas
y HR promedio registradas durante el periodo de las
evaluaciones (25 °Cy 36 %).

En esta investigacion también se evalud el efecto
fungicida de los isotiocianatos de bencilo y fenilo sobre el

Métodos de inoculacion...

porcentaje de infeccion y el indice de severidad de U.
transversalis en plantas de gladiolo cultivadas en
condiciones de invernadero. Se observo que el porcentaje
de infeccion fue en general bajo durante el desarrollo de la
planta; en promedio la infeccion fue del 12 %, sin embargo,
fue suficiente para evaluar el potencial fungicida de los
isotiocianatos, comprobandose que la menor infeccién se
observo en las plantas tratadas con los isotiocianatos de
fenilo (4 %) y bencilo (6 %), mientras que las plantas
tratadas con el extracto al 0.1 % y el fungicida tuvieron un
porcentaje de infeccion del 10 y 11 %, respectivamente.
Con estos resultados se observo el efecto inhibitorio de los
isotiocianatos de bencilo y fenilo sobre la infeccion causada
por U. transversalis, sin embargo, al igual que en los
experimentos realizados en Yautepec y Villa Ayala, los
tratamientos con el extracto al 0.1 % y el fungicida quimico,
también fueron efectivos para el control de la enfermedad
aunque no superaron la actividad de los isotiocianatos
probados. Los isotiocianatos detuvieron totalmente la
infecciéon de U. transversalis y dejaron a las plantas de
gladiolo libres de pustulas infecciosas. Ambos
isotiocianatos; bencilo y fenilo detuvieron el desarrollo de
U. transversalis desde la primera aplicacion y durante las
evaluaciones posteriores la infeccién no progresé. Otra
observacion importante fue que no hubo fitotoxicidad en las
plantas tratadas con los isotiocianatos probados.

Los extractos de Brassicaceas, comenzaron a
aplicarse en la agronomia como método alternativo a la
utilizacion del bromuro de metilo (Masahiro et al., 2006;
Monfort et al., 2007; Daugovish et al., 2007) de acuerdo a
los resultados obtenidos, los extractos de la familia
Brassicaceas merecen seguir evaluandose bajo
condiciones de campo e invernaderos sobre U.
transversalis. La mayoria de las investigaciones realizadas
con isotiocianatos se ha limitado a desarrollar
investigaciones in vitro con microorganismos del suelo
principalmente, por lo que estos resultados pueden ser el
inicio de futuras investigaciones.

CONCLUSIONES

-Con los métodos de inoculacion por suspension de
urediniosporas, transferencia y contacto en porciones de
hoja de gladiolo, no se logro la infeccion de U. transversalis,
mientras que, con los métodos de inoculacion por aspersion
y nebulizacion localizada hubo escasa infeccion.

-Los principales isotiocianatos identificados en los
extractos aplicados a las plantas de gladiolo fueron: fenilo,
bencilo, 2-feniletilo, alilo y propilo.

-Las plantas de gladiolo cultivadas en el municipio de
Yautepec Morelos, tratadas con los extractos alcohdlicos
de plantas de la familia Brassicacea a 0.1 %, mostraron el
porcentaje de infeccion menor, aunque esta concentracion
no supero el efecto de la mezcla de fungicidas. En esta



region, el indice de severidad varié segun el experimento y
tratamiento aplicado.

-Bajo condiciones de invernadero, los isotiocianatos
de fenilo y bencilo aplicados tuvieron un efecto inhibitorio y
permanente sobre el hongo U. transversalis.
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