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INOCULACION IN VITRO DE LA ROYA BLANCA (Puccinia horiana
HENNINGS) EN CRISANTEMO (Dendranthema grandiflora TZVELEV)!

César Vences-Contreras®, Luis Miguel Vizquez-Garcia®

RESUMEN

Inoculacion in vitro de la roya blanca (Puccinia
horiana Hennings) en crisantemo (Dendranthema gran-
diflora Tzvelev). El presente estudio tuvo como finalidad
el desarrollar la técnica de inoculacién in vitro de la roya
blanca, con el objeto de ahorrar tiempo y espacio en la carac-
terizacion de los distintos cultivares de crisantemo respecto
al grado de susceptibilidad o resistencia a este patégeno. En
Tenancingo, Estado de México, en el periodo 2004-2005 se
colectaron hojas de crisantemo que presentaban dafios por la
enfermedad, se desinfectaron para posteriormente inocular
las pustulas sobre plantas creciendo bajo condiciones in
vitro. El recipiente de cultivo se mantuvo a una humedad
relativa alrededor del 95% y temperaturas entre los 13 y 27
°C, bajo condiciones de luz y oscuridad. Los dafios por la
enfermedad se manifestaron a los 20 dfas después de la ino-
culacion. Los tratamientos a 17 °C y oscuridad generaron un
mayor nimero de pustulas (18,7). El didmetro de las pustulas
fluctué entre los 0,71 mm (tratamientos con 17 °C y luz) a los
1,79 mm en los tratamientos con 19 °C y bajo oscuridad.

Palabras clave: Puccinia horiana, Dendranthema
grandiflora, inoculacion, infeccidn, susceptibilidad a la roya
blanca.

INTRODUCCION

El interés econémico que ha alcanzado la flor
de corte en el mundo la ha convertido en un negocio

ABSTRACT

Inoculation in vitro of the white rust (Puccinia
horiana Hennings) in chrysanthemum (Dendranthema
grandiflora Tzvelev). Inoculation in vitro of the white rust
was carried out to save space and time in the characterization
of several chrysanthemum cultivars regarding the degree of
susceptibility or resistance to this pathogen. In Tenancingo,
México, in 2004-2005, leaves of chrysanthemum that pre-
sented lesions due to this disease were collected and disin-
fected to inoculate the pustules on plants growing in vitro.
The cultures were maintained at about 95% relative humidity
and temperatures of 13-27 °C, under light and dark condi-
tions. Damages by the disease were observed 20 days after
the inoculation. The treatments at 17°C and dark conditions
produced a larger number of pustules (18.7). The diameter of
pustules fluctuated between 0.71 mm in the treatments with
17 °C and light, and 1.79 mm in the treatments with 19 °C
and dark conditions.

Key words: Puccinia horiana, Dendranthema grandi-
flora, inoculation, infection, white rust susceptibility.

competitivo. México basa su potencial floricola en las
ventajas climdticas y su cercania a los Estados Unidos,
segundo consumidor mundial de flor (Orozco y Men-
doza 2003).
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El cultivo de flores en México ocupa una superfi-
cie inferior a 0,5%, sin embargo su participacion en el
valor agricola nacional ha aumentado, exportando el
10% al 15% de su produccion (con ventas estimadas en
40 millones de ddlares anuales) y el resto destindndolo
al mercado interno (INEGI 2007). El Estado de Méxi-
co sobresale como uno de los principales productores
de flor de corte: cuenta con una superficie sembrada
de 4.945 ha; la delegacion regional de Coatepec Ha-
rinas, integrada por los municipios de Villa Guerrero,
Tenancingo, Zumpahuacdn, Malinalco e Ixtapan de la
Sal, es la que concentra el 82% de la superficie total de
la entidad productora de flor y ornamentales (Orozco
y Mendoza 2003).

Una de las especies en la que se evidencia el
creciente desarrollo del sector floricola en México
en los ultimos afios, es el crisantemo (Dendranthema
grandiflora Tzvelev.), del que se han introducido un
gran nimero de variedades con caracteristicas muy
diversas, tanto en calidad, tamafo, color y época de
cosecha, como en el grado de susceptibilidad y resis-
tencia a enfermedades.

Desde 1993, ha mermado la productividad en cul-
tivos de crisantemo de la zona debido a la enfermedad
denominada roya blanca, cuyo agente causal es Pucci-
nia horiana Hennings, reportindose pérdidas hasta del
100% de las cosechas, la afectacion de 150 hectdreas
y pérdidas por 5 millones de pesos en ese afio. La gra-
vedad que ya se padecia hizo que en julio de 1993 se
publicara en el Diario Oficial de la Federacion un plan
de prevencion y/o control de esta enfermedad (Norma
Oficial Mexicana NOM-EM-021-FITO-1994, 1994).

Desde la aparicién de la roya blanca a nivel in-
ternacional, se han establecido medidas de proteccién
(control legal) que impiden el comercio de material
enfermo o con sospecha de estarlo, obligando a
sustituir cultivos de gran valor por otros de escasa
importancia, a cambiar variedades comercialmente
superiores por otras inferiores, trayendo como conse-
cuencia cuantiosas pérdidas econdmicas a productores
y distribuidores.

Aunque De Jong y Rademaker (1986) sugirieron
que laresistencia del crisantemo a esta enfermedad estd
generalmente controlada por un solo gen dominante,
solo unos cuantos cultivares muestran resistencia
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a esta enfermedad (Yamaguchi 1981). No existen
muchos estudios sobre la reaccién de P. horiana en
las distintas variedades de crisantemo cultivadas en
Meéxico. Puesto que la roya es un pardsito obligado,
las telias necesitan ser mantenidas sobre las plantas
como indculo en las pruebas de caracterizacion. Las
pruebas de campo requieren considerable superficie
de terreno y tiempo para completar las evaluaciones
(Takatsu et al. 2000), y no se reportan procedimientos
de inoculacién bajo condiciones in vitro que permitan
continuar caracterizando los materiales que se cultivan
comercialmente, y de las posibles de introducirse, a fin
de que se puedan seleccionar los mejores para su pronta
adopcion por el productor y/o como progenitores base
para programas de mejoramiento genético que generen
variedades resistentes a este patdgeno, acordes a las
condiciones de las zonas productoras.

El objetivo de este trabajo fue el desarrollar la
técnica de inoculacién in vitro de la roya blanca en
crisantemo.

MATERIALES Y METODOS

La investigacidn se realizé en la Facultad de Cien-
cias Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado
de México, ubicada en Toluca, México en el periodo
2004-2005. Trabajos previos que comprendieron la
utilizacién de pustulas en diferentes etapas de desarro-
1lo como indculo y su exposicion a soluciones desin-
fectantes por distintos periodos de tiempo, permitieron
establecer la metodologia empleada en este trabajo.

Se colectaron de la zona floricola de Tenancingo,
Estado de México, hojas de crisantemo variedad Pola-
ris White, con dafios por la enfermedad del 60 al 80%
en el drea foliar, se lavaron con una solucion de deter-
gente liquido, se sumergieron en etanol (70%) durante
30 segundos, en hipoclorito de sodio (1,5%) por cinco
minutos y fueron enjuagadas tres veces con agua desti-
lada estéril dentro de la cdmara de flujo laminar.

Con un bisturf, y bajo condiciones de asepsia
dentro de una cdmara de flujo laminar, se rasparon
pustulas semi maduras (no eclosionadas) y se colo-
caron sobre la superficie foliar de las pldntulas de
Polaris White desarrolladas in vitro (Figura 1a) sobre
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Figura 1. Inoculacién y sintomas de la roya blanca (Puccinia horiana) en cri-
santemo. a) Inoculacion in vitro de pustulas semi maduras de Puccinia
horiana; b) manchas color verde claro a amarillento de los primeros
sintomas de la roya blanca; ¢ y d) formacion de pustulas de Puccinia
horiana. Toluca, México 2005.

medio MS (Murashige y Skoog 1962) con 1,5 mg/l de
kinetina, 0,01 mg/1 de 4cido naftalen acético; 30 g/l de
sacarosa, pH=5,6 y 6,5 g/l de agar.

Ensayos previos de inoculaciéon mostraron que
colocando los cultivos a una temperatura de 25 °C
-condiciones Optimas para el desarrollo in vitro del
crisantemo- solo inducen el desarrollo de micelio,
pero no la infeccién por el hongo. La no existencia de
reportes de desarrollo de la enfermedad bajo condicio-
nes in vitro, nos llevé a considerar un amplio rango
de temperaturas que cubrieran aquellas en las que se
desarrolla el patégeno bajo condiciones de campo.

Se evaluaron ocho rangos de temperatura, entre los
13 y los 27° C en intervalos de 2° C (Cuadro 1). Ocho
de los 16 tratamientos se colocaron bajo condiciones
de oscuridad por un periodo de 24 horas después de la
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inoculacién para promover la esporulacion e infeccion
por basidiosporas (Leyva et al. 2001); los restantes con
un fotoperiodo de 16 horas luz y 2 000 lux de intensidad
luminica en forma permanente. Una vez concluido el
periodo de 24 horas de oscuridad a la que se sometieron
los primeros ocho tratamientos, se colocaron bajo las
mismas condiciones de luz que el resto. El interior del
recipiente de cultivo mantuvo una humedad relativa
alrededor del 95% para favorecer la germinacion de te-
liosporas y basidiosporas (Firman y Martin 1968).

Se evalué la presencia o no de micelio, dafios por
la enfermedad, nimero y didmetro de pustulas. Los
datos se analizaron a través del andlisis de varianza
basado en un disefio experimental completamente al
azar y se utilizé el procedimiento de Tukey para la
comparacion de medias de los tratamientos, empledn-
dose un nivel de significancia p < 0,05.
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Cuadro 1. Influencia de la temperatura y la luz sobre la for-
macion de pustulas en la inoculacion in vitro de P.
horiana. Toluca, México 2005.

Trata- Temp. Luz/ Desarrollo Nimero Didmetro

miento (°C) Osc micelial de de pustulas
* pustulas (mm)
1 13 0sc 0 0 0
11 13 luz 0 0 0
111 15 osc 0 0 0
v 15 luz 0 0 0
\Y 17 0sc 0 18,7 0,88
VI 17 luz 0 5,6 0,71
VII 19 osc 0 5.4 1,79
VIII 19 luz 0 10,98 1,12
X 21 0sc 1 0 0
X 21 luz 1 0 0
XI 23 0sc 1 0 0
XII 23 luz 1 0 0
XIII 25 0sc 1 0 0
X1V 25 luz 1 0 0
XV 27 0sC 1 0 0
XVI 27 luz 1 0 0

* () ausencia; | presencia (para la variable desarrollo micelial)

RESULTADOS Y DISCUSION

Los sintomas de la roya blanca se manifestaron a
los 20 dias después de la inoculacién. Manchas color
verde claro a amarillento aparecieron en el haz de la
hoja, en el envés se formaron pustulas color banco-
amarrillento que posteriormente se tornaron de un
color rosado (Figura la). Bishop y Trolinger (1993),
Norman et al. (1995), Strider (1995) reportan los mis-
mos sintomas bajo condiciones de campo.

Los tratamientos sometidos a temperaturas de los
13°C - 15°C no manifestaron sintomas por la enfer-
medad (Cuadro 1), sin embargo, el borde de las hojas
mostraron una ligera necrosis como dafio aparente por
temperatura.

Las hojas de los tratamientos a 17°C generaron 5,6
pustulas en presencia de luz y 18,7 pustulas cuando
se mantuvieron en oscuridad por 24 horas después de
la inoculacién. Los tratamientos a 19 °C presentaron
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10,98 pustulas en presencia de luz y 5,4 pustulas en
oscuridad (Figura 1 c,d). El didmetro de las pustulas
fluctué entre los 0,71 mm (tratamiento con 17°C y luz)
a los 1,79 mm en los tratamientos con 19°C y oscu-
ridad (Cuadro 1), coincidiendo con Firman y Martin
(1968) quienes reportan temperaturas éptimas de 17°C
y la OEPP/EPPO, 2004, entre los 17 °C y 21 °C bajo
condiciones de campo para la germinacidn de teliospo-
ras y basidiosporas del patégeno.

Los tratamientos entre los 21 - 27°C presentaron
solo desarrollo de micelio sin infeccidn, independien-
temente de la presencia o no de luz (Cuadro 1). Estos
datos no coinciden con los reportados por Takatsu e
al. (2000), quien describe temperaturas de 20-25 °C
como apropiadas para la germinacion de teliosporas y
basidiosporas del patégeno.

El efecto de la luz sobre la germinacién de las
teliosporas fue poco significativo, como sugieren los
estudios realizados por Yamada (1956). El tiempo
requerido para este proceso, fue de 20 dias después
de la inoculacién del patégeno, en contraposicion al
requerido en las evaluaciones en campo como los tra-
bajos realizados en México por Norman et al. (1995),
Sandoval et al. 1997 y Vazquez et al.2000, que al
realizar evaluaciones comparativas de resistencia de
distintas variedades de crisantemo a la roya blanca,
emplearon periodos de cuatro meses. La técnica de
cultivo in vitro permite, ademds de un ahorro en espa-
cio y tiempo, el reproducir las respuestas de campo en
plantas de crisantemo para evaluar su susceptibilidad
a la roya blanca.

Los andlisis de varianza para un disefio comple-
tamente al azar y la comparacién de medias por el
método de Tuckey detectaron diferencias altamente
significativas y como mejor tratamiento el de 17 °C y
oscuridad, para la variable nimero de pustulas y al de
19 °C en presencia de luz para la variable didmetro de
pustulas (Cuadro 1).

Este procedimiento desarrollado en Polaris White
se implementé a otras 16 variedades de crisantemo
con buenos resultados, logrando de esta manera la
caracterizacion de los mismos respecto al grado de
susceptibilidad a la roya blanca.
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