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RESUMEN

Las proteas son de reciente establecimiento en el departamento
de Cundinamarca, donde se han realizado proyectos
empresariales de produccion del género Leucadendron, cultivo
que ha presentado la enfermedad denominada marchitez. Para
identificar su agente causal, se llevé a cabo una investigacion
utilizando métodos convencionales de diagnéstico, para
aislar el agente causal y comprobar su patogenicidad,
en el laboratorio; ademas, se efectué su caracterizacion
molecular, mediante la extracciéon y la amplificacién del
ADN. El fragmento amplificado, se secuencié empleando
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, segun las
especificaciones del manufacturero, en un secuenciador
ABI3730XL (Applied Biosystems). En laboratorio, se evalué
la patogenicidad y el efecto de los dos fitopatdgenos aislados
sobre la incidencia de la enfermedad, en las variedades
de proteas Gold Strike y Petra. Las cepas de los hongos,
se inocularon individualmente y, en mezcla, aplicando un
diseno completamente al azar, con arreglo factorial 2 x 4.
En las inoculaciones, se emple6 una suspensién de 10° mL!
macroconidias; también se evaluaron en el campo, en igual
concentracién y sobre las mismas variedades, empleando
un diseno de bloques completamente al azar, con arreglo
factorial 2 x 4. En el diagnéstico de laboratorio, se encontraron
dos cepas de Fusarium spp., diferenciadas por el color de
la colonia. Estas correspondieron, en el anélisis molecular,
a dos especies: F oxysporum (colonia blanca) y Fusarium
sp. (colonia roja). Se confirmé la patogenicidad de las dos
especies en las variedades evaluadas.

Palabras clave: Hongo, Fusarium, Petra, Gold Strike,
floricultura.

SUMMARY

Plantations of proteas are new at the department of
Cundinamarca, where businesses of production of
Leucadendron have been carried out. In these plantations
a new disease denominated wilting has been observed. To
identify the causal agent of this disease conventional plant
pathological tests were conducted to isolate and to verify the
pathogenicity of the causal agent under laboratory conditions.
Also a molecular characterization was conducted through
extraction and amplification of DNA. The DNA amplified
fragment was sequenced by BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit according to the manufacturer specifications
in a sequencer ABI3730XL (Applied Biosystems). Under
laboratory conditions the pathogenicity and disease incidence
caused by two isolates of fungi obtained were evaluated on
the varieties Gold Strike and Petra. The fungi were inoculated
both individually and in mixture, using a completely
randomized design with a factorial arrangement of 2 x 4. In
the inoculations was used a suspension of 10° macroconidia
mL:! of water. Also they were evaluated under field conditions
at the same concentration and on the same varieties, using a
complete block design with factorial arrangement of 2 x 4. The
laboratory analysis indicated the presence of two species of
Fusarium, which were differentiated through the color of their
colonies. According to the molecular analysis, they belong to
F. oxysporum (white colony) and Fusarium sp. (red colony).
It was confirmed the pathogenicity of both species on the
tested varieties.
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INTRODUCCION

En algunos municipios de Cundinamarca, se inicié hace tres
anos, aproximadamente, la siembra de proteas del género
Leucadendron. En la actualidad, alcanza un érea aproximada
de 35ha. Este género pertenece a la familia Proteaceae, la
cual, es originaria de Suréfrica y de Australia (Rabelo 1995;
Salinger, 1991). En Suréfrica existen cerca de 400 especies,
que constituyen el grupo més promisorio, con un alto
potencial para su utilizacion, como flores de corte (Malan,
1992). Su cultivo y la tecnologia para su produccién, se inicié
en Israel, hace 30 anos (Ben, 1986). El género Leucadendron,
en particular, se considera como el mas cultivado y fuerte en
el mercado de exportacién, como flor de corte (Barkera et al.
2004; Matthews, 2002).

En el género Leucadendron, se destacan las variedades Petra y
Gold Strike, que fueron desarrolladas, especificamente, como
acompanantes verdes; poseen tallos largos que exceden los
60cm; sus flores conservan la calidad por més de 60 dias en el
florero, sin presentar sintomas de marchitez (ISHS, 2007). En
Colombia es un cultivo nuevo y no se ha generado informacién
técnica local relacionada con los factores que favorecen y
limitan su produccién. Entre los limitantes fitosanitarios esta
la marchitez, que es una enfermedad que preocupa a los
productores. En muestras de plantas enfermas, analizadas
en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, se observaron
sintomas caracteristicos de un marchitamiento generalizado
de la planta: pérdida de foliolos, reducciéon del crecimiento y
secamiento progresivo. Los tejidos internos de tallos afectados
presentan una coloracién marrén, cuya longitud aumenta a
través del tiempo y se extiende desde las raices hasta la parte
aérea. Se afectan los haces vasculares del floema y del xilema,
que conlleva clorosis, muerte de nuevos brotes y de la planta
(Lubbe et al. 2008).

Existen varios fitopatégenos de gran importancia, que
afectan al género Leucadendron: Phytophthora cinnamomi,
Rhizoctonia spp., Fusarium oxysporum, (Moura & Rodrigues,
2001; Denman, 2001; Crous et al. 2004); Alternaria sp.,
Cladosporium sp. y Botrytis sp. (Crous & Palm, 1999).

Segun Dunne et al. (2003), en Australia existen tres especies
de hongos fitopatégenos asociadas con la marchitez
en Leucadendron: Fusarium oxysporum, F. solani y F.
moniliforme. Se destaca la especie F oxysporum, porque
es ampliamente distribuida en diferentes regiones del
mundo, tiene una amplia gama de hospedantes y formae
specialis y es econémicamente importante, como agente
causal de la fusariosis (Taylor & Crous, 2000; Leslie &
Summerell, 2006). Estos fitopatégenos son habitantes
del suelo, estdn ampliamente distribuidos en el trépico y

causan marchitamientos vasculares sistémicos, que son
de importancia econémica (Crous et al. 2004; Leslie &
Summerell, 2006). La importancia de la marchitez vascular es
a menudo subestimada, porque el desarrollo de los sintomas
es lento y, rara vez, produce muerte de la planta (Lubbe et
al. 2008). Después de la infeccién, los brotes mueren y se
presenta una reduccién en el nimero de flores producidas por
planta (Swart et al. 2001). En Colombia, se han observado
sintomas de marchitez en las variedades Petra y Gold Strike, en
diferentes cultivos de proteas, establecidos en el departamento
de Cundinamarca.

La enfermedad se disemina, principalmente, por los tallos
infectados que se utilizan para siembra, los cuales, han dado
origen a plantas con marchitez y con sintomas vasculares,
algunas semanas después del trasplante del material vegetal,
proveniente de centros de propagacion. En estas plantas
sintométicas, se ha detectado la presencia del género
Fusarium (Herrera et al. 2006). En Chile, se realizaron
pruebas de control quimico y biolégico y se determiné que
el fungicida Benomil y el hongo Trichoderma harzianum, en
las concentraciones 108 y 10° conidias mL'!, fueron efectivos
en el control preventivo de Fusarium sp. (Obreque, 2004;
Herrera et al. 2006; Crous et al. 2004).

Debido al desconocimiento del agente causal de la
enfermedad, presente en el material vegetal de propagacién de
origen ecuatoriano y a la incidencia de Fusarium oxysporum
en suelos dedicados a la floricultura en la Sabana de Bogot4,
se requiere profundizar en el estudio de la marchitez y en el
entendimiento de los factores que influyen en su presencia
en el cultivo. El objetivo de esta investigacién fue identificar
al agente causal de la marchitez en proteas del género
Leucadendron y determinar su incidencia y su severidad, en
condiciones de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo, se llevé a cabo en el Laboratorio de
Sanidad Vegetal y en la sede experimental El Remanso, de
la Facultad de Ingenieria Agronémica, de la Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, localizada a 4° 47’
57" Norte y 74° 02’ 40” Oeste, a 2.560 msnm, temperatura
media de 14,5°C y 860mm de precipitacién media anual en
régimen bimodal.

Para la identificaciéon del agente causal de la enfermedad,
se recolecté material vegetal de proteas del género
Leucadendron, en cultivos establecidos en los municipios de
Sibaté, finca de PROPAR S.A; Guasca, Inversiones Medina
Ltda. y Subachoque, PRAJAIM S.A., en el departamento
de Cundinamarca, ubicados entre 2.600-2.850msnm y
temperatura promedio entre 15 a 19°C. Se escogieron plantas
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con sintomas externos de marchitez y necrosis vasculares
visibles, de las variedades Petra, entre seis y 15 meses de edad
y Gold Strike, de cuatro meses.

Para el aislamiento de fitopatégenos, se utilizé el medio de
cultivo papa dextrosa agar PDA, marca Merck, acidificado con
50 gotas de &cido lactico 50% por 1000mL de medio (French
& Teddy, 1986). Muestras de hojas, de raices y de tallos,
se lavaron, previamente, con agua corriente, para eliminar
residuos de suelo. De cada érgano, se cortaron trozos de
aproximadamente 5mm?, los cuales, se sumergieron en agua
destilada estéril durante 30 segundos, un minuto en alcohol
etilico al 70%, dos minutos en hipoclorito de sodio al 1% y se
lavaron en agua destilada estéril por 30 segundos (French &
Teddy, 1986). En camara de flujo laminar, se sembraron cuatro
trozos de tejido en cada caja de Petri, con PDA, por medio
de una pinza esterilizada. Este procedimiento se realizé por
triplicado, respectivamente, para cada uno de los segmentos
de tejido enfermo de hojas, de raices y de tallos, para cada
una de las variedades.

Los aislamientos fueron sometidos a incubacién a 25°C
durante ocho dias. Al terminar este tiempo, se hicieron
observaciones sobre las siguientes caracteristicas: tipo de
colonia, coloracién, velocidad y forma de crecimiento. La
identificacién microscépica del patdgeno, se efectué mediante
la observacién de montajes en portaobjetos, con tincién de
lactofenol con azul de algodén (French & Teddy, 1986), al
microscopio 6ptico de luz (NIKON ECLIPSE E 100), en 40X
y 100X. Se observaron las caracteristicas morfolégicas del
patégeno en cada colonia obtenida y se compararon con
claves taxonémicas (Barnett, 1998). Las colonias logradas, se
llevaron al Laboratorio de Micologia y Fitopatologia (LAMFU),
de la Universidad de Los Andes, para su identificacién por
métodos moleculares, donde se cultivaron en medio liquido
sucrosa dextrosa y extracto de levadura SDY marca Merck,
durante 15 dias; al cabo de este tiempo, se seco el micelio y
se liofilizé. Luego del material liofilizado y seco, se extrajo el
ADN, con el fin de amplificar un fragmento del ADN ribosomal,
por medio de PCR. El fragmento amplificado, se secuencié
utilizando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
segun las especificaciones del fabricante, en un secuenciador
ABI3730XL (Applied Biosystems).

Para las pruebas de patogenicidad en laboratorio, se partié
de cultivos puros de cada una de las dos cepas de Fusarium,
encontradas en el experimento anterior, diferenciadas por la
coloracién de la colonia en PDA; una colonia blanca y otra
roja, respectivamente. Para esta prueba, se us6 un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 2 x 4. Se
evaluaron dos variedades, Gold Strike y Petra, bajo cuatro
tratamientos. Cada variedad, se inoculé por inmersién de
ramas de 18cm de longitud, provenientes de plantas sanas de

Leucadendron, de seis meses de edad, en tubos de ensayo de
10cm, que contenian suspensiones de 1x10° macroconidias/
mL de agua destilada estéril. La concentracion, se calcul6 con
una camara de Neubauer (French &Teddy, 1986). Los cuatro
tratamientos fueron: Fusarium sp. (cepa roja), F. oxysporum
(cepablanca), . sp + F. oxysporum y testigo en agua destilada
esterilizada. Cada unidad experimental estuvo constituida por
cinco ramas de Gold Strike y Petra, respectivamente, para
un total de 60 tubos de ensayo. Las ramas inoculadas, se
dejaron en laboratorio, a una temperatura promedio de 15°C.
Se hicieron observaciones cada tres dias, a partir del tercer
dia después de la inoculacién, hasta obtener cuatro lecturas.
Se realizaron dos reaislamientos de ramas sintométicas, para
comprobacién de patogenicidad por cada tratamiento.

Se evalud la incidencia de la enfermedad, calculada como
la proporcién entre el nUmero de plantas enfermas y el
numero total de plantas observadas. También, se cuantifico
la severidad, medida como el nimero de hojas con sintomas,
sobre el nimero total de hojas por planta (Campbell &
Madden, 1990; Ogawa, 1986). Los datos, se sometieron a
andlisis de varianza ANOVA y a la prueba de rango multiple
de Tukey.

En las pruebas de patogenicidad en campo, la investigacién
se llevé a cabo en la unidad experimental El Remanso. En un
érea experimental de 60m? a libre exposicion, se tomé una
muestra de suelo, se analiz6 en medio peptona PCNB agar
PPA (Leslie & Summerell, 2006) y se confirmé la ausencia de
Fusarium spp. A continuacién, se sembraron 60 plantas de la
variedad Petra y 60 de la variedad Gold Strike, de tres meses
de edad. El experimento, se distribuyd en cuatro camas, cada
una de 9m de ancho x 10,5m de largo, separadas entre si a
distancia de 1,80m. En cada cama se sembraron 30 plantas, a
una distancia de 0,30m, entre ellas. Se instalé riego por goteo
de cinta de 10cm, con cobertura de pléstico sobre las camas.
Las plantas sanas para siembra, se obtuvieron en la finca de
PRAJAIM S.A., del municipio Subachoque, Cundinamarca.

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar,
con arreglo factorial 2 x 4. Se tuvieron en cuenta las dos
variedades como factor: Gold Strike y Petra. Se hicieron
cuatro tratamientos con tres repeticiones, para un total de
doce unidades experimentales, cada una constituida por cinco
plantas. Los tratamientos fueron: Fusarium sp. (cepa roja),
F. oxysporum (cepa blanca) y i sp + F. oxysporum y agua
destilada estéril. La inoculacién consistié en la inyeccién, en
el cuello de la planta, de 3mL de una suspension de 10° mL!
macroconidias, calculadas con el empleo de una cdmara de
Neubauer (French & Teddy, 1986). Para facilitar la operacion,
se produjo una herida de 1cm de largo en el cuello de la raiz,
con bisturi, previamente sumergido en alcohol al 70%; las
plantas testigo, se inocularon con agua destilada estéril. Se
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evalué la incidencia de la enfermedad durante 12 semanas
(Campbell & Madden, 1990; Ogawa, 1986). Para cuantificar
la severidad, mediante un muestreo destructivo, se midi6, con
una regla, la longitud de la lesién vascular, a partir del cuello
de la planta hasta el primer nudo, donde se bifurcan las ramas
secundarias. Se hicieron re-aislamientos en PDA por cada
tratamiento, para comprobar la presencia del fitopatégeno
inoculado. Con los datos obtenidos de severidad, se elaboré
el andlisis de varianza y la prueba de rango multiple de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los sintomas de la marchitez, se manifiestan en hojas, en
tallo y en raices. En las hojas, se caracterizan por la presencia
de clorosis, que se inicia en el pice y bordes y avanza,
progresivamente, hacia el centro, hasta cubrir toda la hoja.
Esta sintomatologia coincide con la descripcién manifestada
por Lubbe et al. (2008), Moura & Rodrigues, (2001), Herrera
et al. (2006). En la medida en que la enfermedad progresa,
se presenta necrosis en las areas afectadas. En los tallos, se
evidencia pérdida de coloracién normal y brillo; se tornan
oscuros en toda su longitud y, cuando se hace un corte
longitudinal, se observa el tejido vascular manchado de color
marrén (Figura 1). En el cuello de las raices, se exterioriza una
pudricién seca, que se extiende por los tejidos de la epidermis,
forma una masa corchosa granular, que se deshace facilmente,
cuando se hace diseccién. Estos sintomas concuerdan con los
descritos por Lubbe et al. (2008) y Crous et al. (2004), para
F. oxysporum. En las muestras evaluadas, no se detectaron
signos del fitopatdgeno.

En los aislamientos realizados de tejidos sintoméaticos de
marchitez vascular, en las variedades Petra y Gold Strike,
prevalecié la presencia de Fusarium spp. Dos cepas diferentes
de este fitopatdgeno fueron recurrentes: una colonia de color
blanco y otra de pigmentacion roja. La primera, se caracterizo
porque su coloracién en su estado inicial es rosada y a medida
que envejece toma un color blanco con variantes rosadas. Es
de textura algodonosa y produce pigmento de color rosado
griséceo, que se observa en la base del medio de cultivo. Las
colonias son de crecimiento répido y se extienden en forma
radial. A los tres dias, después del aislamiento, alcanza un
didmetro de 2cm vy, a los ocho dias, el micelio cubre toda la
superficie del medio.

La colonia roja de Fusarium es inicialmente amarilla, luego
cambia a naranja, con variantes rojas y, posteriormente,
adquiere un color rojo profundo, igual al pigmento que se
observa en la base del medio de cultivo. Esta cepa tarda un
poco més en crecer. Su expansion en el medio es radial y a
los siete dias, después del aislamiento, la colonia alcanza un
didmetro variable entre 4 y 6cm. En 15 dias, el micelio cubre
toda la superficie del medio PDA.

Las apariencias morfoldgicas generales y coloraciones de
las colonias son pardmetros de diagnoéstico Utiles en la
identificacion de especies (Booth, 1971; Nelson et al. 1994;
Leslie & Summerell, 2006); sin embargo, la pigmentacién de
las cepas es, ademés, una respuesta a la interaccion entre el
medio de cultivo, el hongo y factores fisicos y quimicos, como
luz, pH y temperatura de incubacién (Leslie & Summerell,
2006). En la especie F. oxysporum, la morfologia de la colonia
en PDA es muy variable, presenta diferencias en color, en
consistencia del micelio y presencia de conidias (Nelson et al.
1994). El micelio puede ser escaso o abundante y la variaciéon
en color comprende una gama que va desde el blanco al
violeta pélido. Con masas de macroconidias naranja a violeta
o la produccién de pigmentos en el medio, en tonos variables
entre violeta y magenta, produciendo una masa de conidias en
el centro en algunos aislamientos (Leslie & Summerell, 2006).

Los resultados anteriores sobre la presencia de dos cepas
diferentes del género Fusarium asociadas con la marchitez
en proteas, coincide con los resultados de la caracterizacion
molecular, realizada en el Laboratorio de Micologia y
Fitopatologia (LAMFU), de la Universidad de los Andes. La cepa
blanca corresponde a F. oxysporum, con un 99% de certeza.
La cepa roja no fue plenamente definida y se sospecha que
el aislamiento corresponde a un Fusarium cf. graminearum,
posiblemente, Fusarium vorosii o Fusarium aethiopicum. De
acuerdo a estos resultados, la segunda cepa de color rojo, se
denominé como Fusarium sp. En consecuencia, se tiene un
vacio en la identificacién y se recomienda utilizar el gen de
elongacién alfa sobre varias cepas del fitopatégeno, con el fin
de obtener la especie exacta (Vazquez & Berron, 2004; Leslie
& Summerell, 2006; O’Donnell et al. 2008). En la presente
investigacién, no se hicieron estudios adicionales para la
designacion de formae specialis y de razas, que se derivan de
la relacion fitopatolégica entre este fitopatdgeno y diferentes
cultivos, incluyendo proteas. De acuerdo a Crous et al. (2004),
no se han denominado formae specialis de este fitopatégeno
para proteas y, por lo tanto, se deben adelantar estudios de
este tipo, puesto que cepas de F' oxysporum tienen un alto
grado de especificidad hacia sus hospedantes y dan origen a
subdivisiones taxonémicas (Leslie & Summerell, 2006).

En las pruebas de patogenicidad en laboratorio, se observaron
sintomas de marchitez, sobre las variedades Petra y Gold
Strike, a partir del tercer dia después de inoculacién (DDI),
lo que indica que existe una interaccién compatible entre los
hongos fitopatdgenos aislados e inoculados y la manifestaciéon
de la enfermedad. En los testigos no inoculados, no se
observaron sintomas de enfermedad. Al tercer DDI hubo una
incidencia del 80% en la variedad Gold Strike, con Fusarium
sp., y F .oxysporum + Fusarium sp.; y, del 40%, cuando se
inocul6 sélo F oxysporum. Caso contrario en la variedad
Petra, donde la incidencia fue de 60%, con F. oxysporum y
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Figura 1. Sintomas de marchitez en proteas variedad Gold Strike. a) Parte aérea de la planta; b) Pudricidn seca de raices y cuello de la planta.

Fusarium sp. y, del 40%, cuando se inoculé con la mezcla F.
oxysporum + Fusarium sp.

En estos primeros dias, se observaron diferencias entre las
interacciones variedad — patégeno, que explican la existencia
de niveles de especificidad en los procesos iniciales de
infeccién y de colonizacién, los cuales, dependen de la
variacion existente dentro de la poblacién de macroconidias
y de las condiciones de temperatura y de humedad existentes
(Campbell & Madden, 1990); sin embargo, estas diferencias
se redujeron a través del tiempo y a los nueve DD], los tres
tratamientos llegaron al 100% de incidencia en las variedades
estudiadas (Figura 2).

En la primera evaluacién de severidad a los tres DDI, se
presentaron diferencias altamente significativas (P<0,0001)
entre los tratamientos, dentro de cada variedad. En la
variedad Petra, . oxysporum tuvo la mayor proporcién de
hojas afectadas, con 18%,; sigui6 la mezcla F. oxysporum+
Fusarium sp., con 9% y Fusarium sp., también con 9%
(Figura 3). Resultado opuesto se encontré en la variedad
Gold Strike, donde Fusarium sp. y la mezcla dieron los valores

mas altos, con 38 y 36%, respectivamente, en comparacién
con F oxysporum, que produjo una severidad de 4%. Estos
resultados indican que F’ oxysporum tuvo mayor capacidad
para colonizar tejidos y generar el bloqueo de vasos en la
variedad Petra. Por su parte, la marchitez por Fusarium sp. fue
maés severa en Gold Strike. Aunque la mezcla de las dos cepas
también produjo infeccién, ésta fue mayor en Gold Strike que
en Petra. Este resultado podria indicar la existencia de algin
grado de antagonismo entre las especies de Fusarium, cuando
interactian con la variedad Petra.

Todos los tratamientos con Fusarium fueron significativamente
diferentes con respecto al testigo no inoculado (P< 0,001).
La tendencia de las dos variedades frente a F. oxysporum
se mantiene en el noveno dia: Petra tuvo mayor porcentaje
de severidad (90%) que Gold Strike (40%). Con relacién a
Fusarium sp., Petra tuvo menor valor (71%) que Gold Strike
(85%). Respecto a la mezcla de las dos cepas, Petra alcanzé
95% y Gold Strike 76%. Esto explica que la variedad Gold
Strike es maés tolerante a F. oxysporum y a la mezcla de las dos
especies; caso contrario en la variedad Petra, la cual, tiende
a ser mas susceptible.
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Figura 2. Porcentaje de incidencia y de severidad de marchitez en proteas variedades Petra y Gold Strike, 15 dias después de inoculacion, con

las dos especies de Fusarium en condiciones de laboratorio.

En las pruebas de patogenicidad en campo, la incidencia de
la marchitez a las 12 semanas fue variable para los diferentes
tratamientos: 13%, para Fusarium sp.y, 7%, para F. oxysporum
+ Fusarium sp. Las plantas inoculadas con F oxysporum y
las plantas testigo no manifestaron ninguna sintomatologia.
En las plantas sintomaéticas, la aparicién de la marchitez
se inicié con pérdida de turgencia de la parte apical de las
ramas principales de la planta, causando la declinacién de
sus brotes. Posteriormente, se presenté marchitamiento en
las hojas basales del tallo principal, el cual, progresa hacia la
parte superior, extendiéndose en todo el follaje de la planta.
Sus hojas permanecieron rigidas y adheridas al tallo de la
planta. En el muestreo destructivo, se percibié una lesion
vascular de color marrén y tonalidades rojizas en la zona de
los vasos conductores del xilema, que se atenta en el cuello
de las raices. A partir de esta region, la lesiéon continta a lo
largo del tallo en forma ascendente, hasta el primer nudo,
donde se bifurcan las ramas secundarias.

Elavance de la lesién depende de la severidad de la enfermedad
(Agrios, 2005) y la coloracién, se debe a la oxidacién y a la
obstruccién de los vasos del xilema. Los cortes transversales
en tallos infectados con las dos especies de Fusarium

muestran varias zonas cafés, pronunciadas y decoloradas,
dispuestas en forma de anillo completo o interrumpido, en el
area de los haces vasculares, cerca de la base de la planta. En
las raices no se presentaron lesiones internas, pero el volumen
de raices era bajo en plantas enfermas, cuando se comparan
con plantas testigo sin inocular.

La demora en la manifestacién de sintomas externos de
la enfermedad en el follaje explica que la colonizacién
avanza lentamente en los tejidos conductores y confirma
la sintomatologia de ataques por F. oxysporum, en
plantas lefiosas (Roncero et al. 2003; Crous et al. 2004).
Segun Dickinson (1987), los agentes causantes de los
marchitamientos vasculares pueden ocasionar la muerte de
plantas en pocas semanas, pero en algunas ocasiones, tarda
mas en presentar los sintomas, dependiendo del tipo de
hospedante y de su tejido vegetal. En este caso, las plantas
del género Leucadendron estan formadas por tejido lenoso
y se caracterizan por ser perennes. Algunas de estas plantas
presentan sintomas de marchitez o muerte después de varios
anos, a partir del momento que fueron infectadas por el hongo
(Obreque, 2004; Swart et al. 2001; Crous et al. 2004).
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Figura 3. Porcentaje de severidad de marchitez en proteas variedades Petra y Gold Strike a los 3, 9, 15y 21 dias después de inoculacion, con las

dos especies de Fusarium, en condiciones de laboratorio.

Por consiguiente, el patégeno continta propagéndose
internamente en forma de micelio o conidias, a través de los
vasos del xilema, hasta que muere toda la planta. Este tejido
lenoso también es una barrera que impide al fitopatégeno
la penetracién de paredes y de membranas celulares e
invadir vascularmente, ya que sus tejidos son maés rigidos
y dificultan el proceso de colonizacién. Esto hace parte de
la interaccién celular y molecular entre el hospedante y las
correspondientes formae specialis y razas del patégeno
(Roncero & Di Prieto, 2005). Las plantas adultas, se pueden
marchitar y morir repentinamente, cuando una infeccién es
severa y el clima favorece el desarrollo de la enfermedad.
Bajo estas condiciones, se puede incrementar la velocidad
de la epidemia y la manifestacién de sintomas (Agrios, 2005).

En la prueba de campo, la incidencia de la enfermedad
fue variable a nivel vascular. El 100 %, se encontr6 en las
plantas inoculadas con F oxysporum y Fusarium sp.,
respectivamente, en las dos variedades y, el 80%, cuando las
plantas se inocularon con la mezcla F. oxysporum + Fusarium
sp., en la variedad Petra (Figura 4).

Hubo diferencia altamente significativa en severidad (F <
0,001) entre los tratamientos evaluados en las dos variedades

Petra y Gold Strike y el testigo, pero no se registraron
diferencias estadisticas entre el grado de severidad de las
inoculaciones con Fusarium sp., F oxysporum y la mezcla
F. oxysporum + Fusarium sp. Estos resultados comprueban
que F oxysporum y Fusarium sp. son patégenos que causan
la marchitez. De manera individual y en mezcla, tuvieron la
misma capacidad para colonizar el tejido vascular de plantas
en las dos variedades, lo cual, implica que los productores
de proteas se enfrentan a dos patégenos que ponen en
riesgo su produccién y su rentabilidad. Se debe resaltar
que F. oxysporum es un fitopatégeno de alta patogenicidad
que ataca diferentes especies vegetales. Ademas, su
control es imposible, una vez establecido en el campo y, en
consecuencia, se deben aplicar medidas de sanidad vegetal
dirigidas a reducir su diseminacién. Con respecto a Fusarium
sp., se requiere profundizar en el conocimiento de su biologia,
en su sistematica y su control.

Con base en las pruebas de patogenicidad realizadas en
condiciones de laboratorio y de campo, se pudo establecer
el registro de la marchitez, como una nueva patologia en
cultivos de proteas en Colombia, asociada a la incidencia
de dos especies del género Fusarium: F. oxysporum y
Fusarium sp. Estos fitopatégenos son sistémicos vasculares
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Figura 4. Incidencia y severidad de marchitez en proteas variedades Petra y Gold Strike, doce semanas después de inoculacion, con las dos

especies de Fusarium, en condiciones de campo.

y se pueden diseminar por medio del material vegetal de
propagacioén de proteas; por tanto, representan un alto riesgo
para la produccién comercial en el pais, que se sustenta en la
importacion de semilla vegetativa. Seria conveniente buscar
alternativas que garanticen un material de excelente calidad
fitosanitaria.
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