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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar, cultural y morfologicamente, dieciséis
aislamientos de Fusarium spp., presentes en semillas y plantas de garbanzo (Cicer arietinum L.) procedentes
de zonas de Cuba. Las variables culturales evaluadas fueron: color de la colonia en el anverso y reverso, textura
superficial, forma de los bordes, presencia de anillos en el anverso, crecimiento lineal; entre las morfologicas
aparecen: tamafio, forma y color de las estructuras vegetativas y reproductivas. Para la identificacion de los hongos
se utilizo una clave taxonomica. Los aislamientos mostraron gran variabilidad en todos los caracteres analizados. Se
identifico la presencia de Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg, Fusarium nygamai Burgess & Trimboli,
Fusarium dlamini Marasas, Nelson & Toussoun, Fusarium phyllophilum Nirenberg & O’Donnell, representados
con un aislamiento, mientras que Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder & Hansen y
Fusarium oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hansen, con dos y tres aislamientos, respectivamente, y
uno que, de acuerdo a sus caracteristicas, se mantuvo como Fusarium sp. Hubo variabilidad cultural entre aislados
de una misma especie, lo que denota la posible presencia de biotipos.

Palabras clave: fusariosis, marchitez vascular, podredumbre de raiz, necrosis.

Identification and characterization of Fusarium spp. isolates present in chickpea
(Cicer arietinum L.) in Cuba

ABSTRACT: The aim of this study was the cultural and morphological identification and characterization of
sixteen isolates of Fusarium spp. from chickpea (Cicer arietinum L.) seeds and plants. Colony color (surface and
reverse) and texture, shape of the colony edges, presence of rings on the colony surface, and the linear growth,
were the cultural variables evaluated. Size, shape, and color of the vegetative and reproductive structures were
the morphological variables examined. A taxonomic key was used for identifying the fungi. All the isolate
characteristics analyzed showed a great variability. It was identified the presence of Fusarium proliferatum
(Matsushima) Nirenberg, Fusarium nygamai Burgess & Trimboli, Fusarium dlamini Marasas, Nelson &
Toussoun, and Fusarium phyllophilum Nirenberg & O’Donnell, all them represented by one isolate. Two isolates
corresponded to Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder & Hansen and three to Fusarium
oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder& Hansen. According to its characteristics, one of the isolates remained
as Fusarium sp. Cultural variability was observed among the isolates of a same species, which showed the possible
presence of biotypes.

Keywords: fusariosis, vascular wilt, root rot, necrosis.

INTRODUCCION ello, para satisfacer el consumo interno, fue necesario

realizarimportaciones provenientes, mayoritariamente,
El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda  de México, Canada y Espafia (2).

leguminosa de grano de importancia en el mundo (1); ) . .
sin embargo, las producciones en Cuba, hasta los afios El incremento de las areas en el cultivo del
90, no fueron de consideracién y, en consecuencia, no garbanzo en Cuba se logré gracias a la introduccion de

aparecen registros estadisticos del cultivo. Debido a  cultivares que responden a las condiciones del pais,
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asi como al conocimiento cada vez mayor del cultivo,
el aumento de los precios en la comercializacion y
los bajos costos de produccién con relacién a otras
especies de granos, por lo que constituye un rubro
atractivo para su produccion (3). Por otro lado, este
cultivo es poco exigente al agua y puede cosecharse
en condiciones de sequia severa. Esto constituye un
valioso aporte en el empefio de Cuba por sustituir
importaciones de alimentos muy costosos en el
mercado internacional (4).

Las enfermedades representan una de las causas
en la disminucién de los rendimientos en el cultivo;
entre las mas importantes en Cuba y el mundo, se
encuentran las ocasionadas por hongos del suelo,
como son: Fusarium spp., Sclerotium rolfsii Sacc.,
Rhizoctonia solani Kihn, Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid; sinembargo, porlos dafos que producen,
y la frecuencia con que se presentan, Fusarium spp.
son los de mayor significacién (5).

Las fusariosis aparecen, principalmente, en los
suelos arcillosos o con problemas de drenaje, condicion
que favorece el desarrollo de estas patologias (6). En
la India y Pakistan, el 15% de las cosechas se afectan
anualmente por Fusarium. Estos hongos también
provocan pérdidas en México y Esparia; en la Cuenca
del Mediterraneo y California la enfermedad devasto
el cultivo por completo en condiciones favorables para
su desarrollo (7).

En las fusariosis en el cultivo se integran diferentes
sindromes, denominados Marchitez vascular y
Amarillez vascular, que son ocasionados por Fusarium
oxysporum Schlechtend.: Fr. f. sp. ciceri (Padwik)
Matuo & K. Sato (Foc) (8), y el complejo de sintomas
designado como “Marchitez y Podredumbre de Raiz”
(MPR), que se asocia con infecciones causadas por
diversos hongos de suelo, incluyendo F. oxysporum
f. sp. ciceri, Fusarium solani (Mart.) Appl. & Wr. f.
sp. pisi (Jones) Snyd & Hans.,Fusarium solani f. sp.
eumartii (C. Carpenter) W.C. Snyder & H.N. Hans.
(=Fusarium eumartii Carpenter), M. phaseolina (1) y
Fusarium redolens Wollenw (9). Estos sindromes son
consecuencia de infecciones vasculares en la planta
infectada (10, 11).

El sidrome MPR provoca un amarillamiento
prematuro de las hojas basales, se relaciona con
necrosis en la raiz principal y estrangulamiento a nivel
del cuello (10). Sin embargo, F. redolens ocasiona
amarillamiento foliar acrépeto y necrosis radical (9).

En Cuba, Duefias et al. (12) caracterizaron
especies de Fusarium que afectaron al garbanzo en
las antiguas provincias Ciudad Habana y La Habana,
identificadas como F. oxysporum f. sp. ciceriy F. solani.
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No obstante, la informacién acerca de las especies de
Fusarium en este cultivo en el pais es aun escasa.

Por la importancia que tiene este cultivo, este
trabajo tuvo como objetivos identificar y caracterizar,
cultural y morfolégicamente, aislamientos de Fusarium
spp. procedentes de garbanzo.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se efectu6 en el Laboratorio
de Micologia Vegetal perteneciente al grupo de
Fitopatologia del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA), en el municipio San José de
las Lajas, provincia Mayabeque, Cuba.

Aislamiento del agente causal

Se muestrearon plantas de diferentes lineas
de garbanzo, que presentaron sintomas tipicos de
marchitez, con necrosis y amarillamiento y que crecian
en suelo Hidromorfico Gley Nodular Ferruginoso, en
la Unidad Cientifico Tecnoldgica de Base Los Palacios
(UCTB-LP), provincia Pinar del Rio, perteneciente al
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), Cuba.
Las muestras de plantas con diferentes sintomas
y otras, aparentemente sanas, se trasladaron en
sobres de papel Kraft, previamente esterilizados, al
Laboratorio de Micologia Vegetal.

Ademas, se analizaron semillas con afectaciones
(deformaciones, reduccién del tamafio y/o
decoloracién) provenientes de la primera obtencién de
semillas de Siria e INIFAT (Cuba). Estas se lavaron
con abundante agua corriente durante 20 min, se
desinfectaron con alcohol (70%) por 45 s y se lavaron
tres veces en agua destilada estéril; después se
trataron con una solucion de hipoclorito de sodio (1%),
se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril y se
secaron con papel absorbente estéril. Posteriormente,
se colocaron grupos de cuatro semillas en camaras
humedas (placas Petri de 150 mm de diametro con
papel de filtro esterilizado humedecido). Las semillas
se observaron diariamente, hasta la aparicion de
estructuras fungicas. Se observaron fragmentos
de estas al microscopio Optico Zeiss (200x) para
corroborar la presencia de Fusarium.

Por otro lado, a las muestras de raices necrosadas
y/o tallos con estrangulamiento en la base, se les
realizaron cortes longitudinales y se seccionaron
en fragmentos de 10x20mm asépticamente; se
procesaron de igual forma que las semillas.

Los fragmentos de micelio, que se obtuvieron de
semillas y de tallos, se sembraron en placas Petri
(9=90 mm) con medio Papa Dextrosa Agar (PDA)



(Biocen) mas cloranfenicol (0,01g.L") y se incubaron
a 28°C+ 2°C y oscuridad constante. Se observaron los
fragmentos de micelios de los aislados obtenidos en
un microscopio optico Zeiss (200x) para confirmar su
identidad con el género Fusarium.

Las colonias de los aislados analizados se
purificaron mediante siembras en elmismomedio, hasta
la obtencion de cultivos puros que, posteriormente,
se transfirieron a tubos de ensayos con medio PDA
(Biocen) en forma de cufia y se incubaron como se
describié anteriormente, por diez dias. Los aislados
se conservaron a 4°C en el cepario del Laboratorio de
Micologia Vegetal del CENSA.

Obtencion de cultivos monospoéricos de los
aislamientos

A los tubos contentivos de los aislados,
desarrollados durante siete dias en cufias de PDA
(Biocen), se les anadieron 10 ml de agua destilada
estéril y se homogeneizaron en agitador Vortex por
30 s. Con un asa bacteriolégica desinfectada, se
tomoé una asada de la suspension y se depositd en
el centro de placas (9=90mm) que contenian cinco
ml de medio de cultivo Agar agua (2%) y se dispersé
con una espatula de Drigalsky. Todas las placas se
sellaron con papel parafilm y se incubaron a 28°C+2°C
y oscuridad constante, durante 24 h. Se hicieron tres
réplicas por aislamiento.

Después de este periodo, bajo un microscopio
Optico Zeiss (200x), se detectaron y sefalaron
conidios solitarios germinados por el reverso de la
placa, con un marcador de punta fina. Con una aguja
de siembra flameada se transfiri6 el fragmento de
agar, donde se encontraba un conidio germinado
marcado a una placa Petri con medio de cultivo PDA
(Biocen) mas cloranfenicol (0,01%). Las placas se
sellaron con parafilm e incubaron a 28°C+2°C durante
siete dias. Una vez que se lograron los cultivos puros
monosporicos, se conservaron a 4°C en tubos de
ensayo con cuias del propio medio de cultivo en el
Laboratorio de Micologia Vegetal del CENSA.

Comprobaciéon de los postulados de Koch

El inéculo se prepard bajo condiciones asépticas,
a partir de cultivos de los aislamientos monospoéricos
sembrados en tubos con cufias de PDA (Biocen) e
incubados a 28°C+2°C y oscuridad durante siete dias.
A los tubos con los aislados se les adicionaron 10 ml
de agua destilada estéril y se homogeneizaron en
agitador Vortex durante un minuto. Las suspensiones
obtenidas se ajustaron a la concentracién de 10°
conidios.ml' para cada aislamiento, con la adiciéon de
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agua destilada estéril; la concentracion se determiné
en una camara de Thoma.

Se tomaron fragmentos cuadrados de papel Kraft
y se depositaron 100 g de suelo, se doblaron a la
mitad y se enrollaron. Se colocaron en frascos de
cristal y se esterilizaron a 121°C durante 30 minutos.
Posteriormente, bajo condiciones asépticas, sobre
el suelo esterilizado se depositaron, en linea, diez
semillas de garbanzo cultivar 5HA, previamente
desinfectadas [con alcohol al 70% (45 s) e hipoclorito
de sodio al 10% (2 min) y tres enjuagues con agua
destilada estéril]. A continuacion, con ayuda de una
pipeta estéril, se le aplicaron 20 ml de la suspension
de cada aislamiento independientemente, al suelo y
a las semillas. El papel, con el suelo y las semillas
inoculadas, se enrollo, se envolvidé en papel aluminio
esterilizado y se deposité verticalmente en un recipiente
de cristal que contenia 10 ml de agua destilada estéril
en el fondo. El testigo (semillas desinfectadas en
suelo estéril con la adicion de 20 ml de agua estéril
sin la inoculacion del patégeno) se procesoé de igual
forma que los tratamientos con los aislamientos de
Fusarium. Los recipientes con los rollos de papel se
incubaron a temperatura ambiente (30°C +2°C) en un
local en condiciones asépticas.

Los tratamientos se examinaron diariamente,
hasta la brotacion de las plantulas (aproximadamente
siete-diez dias). De las plantas afectadas se hicieron
aislamientos del agente causal, segun se describio
anteriormente, y se compararon las caracteristicas
de la colonia (color, forma, textura), asi como de las
estructuras fungicas del reaislamiento con las del
aislado respectivo que se utilizé como indculo.

Se evaluaron los sintomas ocasionados por
los aislados en las plantas y se seleccionaron los
aislamientos mas agresivos sobre la base de la
cantidad de plantas afectadas.

Caracterizacion cultural y morfométrica de los
aislamientos de Fusarium

La caracterizacion cultural de los aislamientos de
Fusarium spp. se realiz6é sobre |la base de caracteres
cualitativos y cuantitativos, expresados por los
aislamientos sobre los medios de cultivo PDA (Biocen),
Czapek Dox (CzD) (Fluka) y Leonian (13).

Se emplearon placas Petri de 90 mm que contenian
15 ml de cada medio de cultivo independientemente
[esterilizados (121°C, 15 min y pH ajustado a 6)]. Las
mismas se inocularon, central e individualmente, con
un disco de micelio de 6 mm de diametro de cada
aislamiento de Fusarium, proveniente de la periferia
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de colonias, crecidas sobre PDA durante 8-10 dias.
Las placas, tres por aislado (réplicas), se sellaron con
papel parafilm e incubaron (28°C+2°C y oscuridad
constante). Las evaluaciones se realizaron cada 24 h
hasta 168 h.

La coloraciéon de la colonia en el anverso y
reverso se determind por observacion visual y se
documentd mediante fotografias tomadas con una
camara Olympus. También se describieron la textura
superficial, forma de los bordes y presencia de anillos
en el anverso. Se midio6 el crecimiento lineal (diametro
promedio de la colonia sobre la base del crecimiento
horizontal en dos diagonales perpendiculares,
expresado en milimetros por dia), con una regla
graduada.

A partir del crecimiento lineal, se calculé la
velocidad de crecimiento al séptimo dia de incubacién,
empleando la férmula siguiente:

bDe
Veree f = T

Donde:

V crec f= Velocidad de crecimiento final al completar
el area de la placa (en mm.h").

Dc= Diametro de las colonias (en mm)

t = Tiempo hasta siete dias 0 momento en que la
colonia completara el area total de la placa (en h)

El conteo de esporas se realiz6 a los siete dias
de crecimiento de las colonias de cada aislamiento
en los medios de cultivo. A las placas con los
cultivos desarrollados se les adicionaron 15 ml de
agua destilada estéril y se homogeneizaron con una
espatula de Drigalsky. Las esporas se colectaron en
un tubo de ensayo por réplica. Las suspensiones
se homogeneizaron en agitador Vortex por 30 s y
se depositaron gotas de estas (de cada aislamiento
por separado), en una camara de Neubauer
para determinar la concentracion de conidios. Se
compararon los resultados segun la cantidad de
conidios por area de la colonia.

Los datos de las velocidades de crecimiento y
las concentraciones de esporas de los aislados en
cada medio de cultivo se sometieron a un Analisis
de Varianza (ANOVA) bifactorial y las medias se
compararon segun la Décima de Rangos Multiples
de Duncan para p<0,05, empleando el paquete
estadistico INFOSTAT Profesional ver. 2.1.
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Identificacion de los aislamientos

Los aislamientos se sembraron en tres medios
de cultivo, segun la clave referida por Leslie y
Summerell (14), para la identificacion de aislamientos
de Fusarium: hojas de clavel agar [Carnation Leaf-
piece Agar (CLA)], PDA y Spezieller Nahrstoffarmer
Agar (SNA). Se utilizaron placas Petri de 90 mm de
diametro, contentivas de 15 ml de cada medio de
cultivo por separado (esterilizados a 121°C por 15 min
y pH 6). El medio de cultivo CLA se elabord al verter en
cada placa 15 ml de Agar agua estéril; seguidamente
se depositaron fragmentos (seis-siete) de hojas de
clavel de 3-5 mm?, previamente esterilizadas.

Las placas se inocularon central e individualmente
con cada aislamiento de Fusarium; se sellaron e
incubaron a 28°C+2°C y oscuridad constante durante
cinco dias. Se utilizaron tres réplicas por cada
aislamiento.

Aspectos taxonémicos evaluados en cada medio

En el medio de cultivo CLA, se visualizaron al
microscopio 6ptico Zeiss (400x) los macroconidios,
células conidibgenas y microconidios (presencia y
disposicion). Ademas, se realizaron preparaciones
microscépicas de cada aislamiento para observar la
forma y el tamafio de los macroconidios, septos en
los microconidios y determinar la disposicién de las
clamidosporas.

En el medio PDA se hicieron las observaciones
para determinar la pigmentacion, la forma y la
velocidad del crecimiento de las colonias, la formacion
de esporodoquios y el numero de septos en los
macroconidios; mientras que en el SNA se observo la
presencia de clamidosporas y forma de microconidios
y macroconidios.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de plantas con diferentes sintomas
presentaron pudriciéon negro-rojiza en la raiz principal,
que abarcé hasta las raices secundarias, con
estrangulamiento a nivel del cuello. La necrosis se
extendié hasta la parte superior del tallo y las ramas.
Se observo un cambio de color, de verde oscuro a
verde palido en las hojas de la parte superior de las
plantas enfermas, con flacidez de arriba hacia abajoy
concluyé con la marchitez de la planta. En las plantas
consintomas avanzados, aparecié una clorosis amarillo
opaco en la parte inferior de la planta. Este sintoma se



detectd en una o mas ramas, avanzo6 de abajo hacia
arriba hasta quedar la planta completamente amarilla
y ocasionarle la muerte. Estos sintomas se describen
por diferentes autores de forma independiente (8,
10) y pudieran ser asociados con diferentes agentes
causales.

De estas muestras se obtuvieron 16 aislamientos
monosporicos pertenecientes al género Fusarium
(Tabla 1).

TABLA 1. Origen (material vegetal) de los aislamientos
de Fusarium spp. obtenidos de plantas de garbanzo (C.
arietinum) procedentes de la occidental provincia Pinar
del Rio, Cuba./ Origin ( plant material) of the isolates of
Fusarium spp.obtained from chickpea (C. arietinum) plants
from the western province of Pinar del Rio, Cuba.

Fais de Aislado
Aislamientos Lineas  procedencia
z de:
de las lineas
emilla
! DN-2 (HEI:IlE):T)
. DN-12 Cuba Tallo
(INIFAT)
3 DN-12 Cuba Tallo
(INIFAT)
4 DI-20 Siria Semilla*
5 Semilla*®
DN-29 (H?Hl;b:T)
6 DI-33 Siria Semilla¥
U DI-34 Siria Semilla*
8 DI-75 Siria Semilla®* |
9 DI-77 Siria Semilla™ |
10 DI-77 Siria Semilla™ |
I1 DN-12 Cuba Tallo
(INIFAT)
12 DN-12 Cuba Tallo
(INIFAT)
13 DN Cuba Tallo
(INIFAT)
14 Cuba Tallo
DN-7 (INIFAT)
15 DN Cuba Tallo
(INIFAT)
16 Cuba Tallo
DN-12 (INIFAT)

DN- Donacién Nacional; DI- Donacion Internacional
* Semillas aparentemente sanas **Semillas afectadas,
INIFAT (Instituto de Investigaciones de Agricultura
Tropical “Alejandro de Humboldt”, Cuba.
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De semillas aparentemente sanas y de otras
afectadas con deformaciones, reduccién del tamafo
y/o decoloracion, se aislaron hongos pertenecientes
a los géneros Fusarium spp. y Aspergillus spp.;
sin embargo, mas del 70% de los aislamientos
correspondieron al primer género. Esto corrobora lo
informado por Aguaysol et al. (15) y Garcia et al. (16):
el agente causal de la marchitez en este cultivo puede
ser diseminado por semilla. De ahi, la importancia de
obtener semillas de calidad y de realizar tratamientos
de desinfeccion de las mismas.

Todos los aislamientos de Fusarium examinados
mostraron patogenicidad, reprodujeron parte de
los sintomas tipicos de Fusariosis, necrosis en la
raiz, marchitez en la parte aérea de la planta joven,
semejantes a los notificados para F. solani (17). Los
sintomas en la raiz comenzaron con una decoloracion
externa del tejido que se tornd café-rojizo, al igual
que en el tejido vascular, similares a los descritos
para F. oxysporum f. sp. ciceri (10). Las lesiones no
presentaron un margen definido y ocasionaron grietas
longitudinales en la raiz, que se agrandaron y tornaron
color café oscuro (11).

De los reaislamientos realizados, a partir de los
sintomas procedentes de las inoculaciones artificiales,
se obtuvieron aislamientos con caracteristicas
culturales y morfométricas similares a las de los
inoculados, con lo que se comprobaron los postulados
de Koch. La incidencia de la enfermedad dependio
del aislado; se destacaron los aislamientos 8, 12y 13
(Tabla 1) con el 100% de plantas infectadas.

Caracterizacion cultural y morfométrica de los
aislamientos de Fusarium spp.

En las colonias de los aislamientos sembrados
en medio PDA se observd gran variabilidad, cuyas
coloraciones variaron desde violaceo a ligeramente
amarillenta, de blanquecino a rojo ladrillo, a lila, a
violeta, a rosa salmon; ademas, tomaron coloraciones
rojo violaceo y rojo vino (Fig. 1). Estos resultados
coinciden con los informados por Villanueva et al. (18)
sobre la existencia de algunas especies de Fusarium
que pueden presentar, en medios de cultivo sintético,
colonias blancas, cremas, naranjas, pardo, pardo-
rojizo, rojo carmin, rosa, purpura e incluso azuladas.
Esta pigmentacién puede estar dada por la coloracién
del micelio o por la difusiéon de algun pigmento en el
medio de cultivo en el cual se desarrolla el hongo.
Resultados similares notificaron Arvayo et al. (19), al
informar variaciones en la coloracion de las colonias
de F. oxysporum en medio de cultivo PDA, desde
blanquecino, parduzco-blanco, rosaceo-blanco vy
purpura-parduzco.

Rev. Proteccién Veg. Vol. 31 No. 3 (sep.-dic. 2016): 173-183



178

FIGURA 1. Caracteristicas culturales de las colonias de diez aislamientos en representacion del total de aislados de Fusarium
spp. procedentes de garbanzo (C. arietinum) en medio de cultivo PDA a los siete dias (ntimero de cada aislamiento) (A: an-
verso, B: reverso)./ Cultural characteristics of the colonies of ten isolates representing the total of isolates of Fusarium spp.
from chickpea (C. arietinum) on PDA culture medium at seven days (number of each isolate) (A: surface, B: reverse).

La mayoria de los aislados presentd colonias con
bordes ondulados y regulares, con textura afelpada
lobulada (Fig. 1).

En el medio de cultivo Leonian, la totalidad de
los aislamientos desarrollaron colonias de diferentes
tonalidades con predominio del amarillo, excepto los
aislados 2, 4 y 7 que presentaron tonalidades rojo-
violaceas. Los bordes, en su mayoria, fueron regulares
y redondeados; la textura rala y radial (Fig. 2).

En el medio CzD, los aislados mostraron colonias con
diferentes tonalidades de amarillo, combinadas con
blanco y, en algunos casos, con salmoén (aislados 6 y
10). Los bordes de las colonias en su mayoria fueron
redondeados y regulares, y la textura algodonosa
(Fig. 3).

Las colonias de varios aislamientos formaron
anillos en los diferentes medios de cultivo; en PDA, los
aislados 1, 4, 7, 8 y 12; en Leonian, 6,7, 10 y 14; y el

FIGURA 2. Caracteristicas culturales de las colonias de diez aislamientos en representacion del total de aislados de Fusarium
spp. procedentes de garbanzo (C. arietinum) en medio de cultivo Leonian a los siete dias (numero de cada aislamiento) (A:
anverso, B: reverso)./ Cultural characteristics of the colonies of ten isolates representing the total of isolates of Fusarium
spp. from chickpea (C. arietinum) on Leonian culture medium at seven days (number of each isolate) (A: surface, B: reverse).
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FIGURA 3. Caracteristicas culturales de las colonias de diez aislamientos en representacion del total de aislados de Fusarium
spp. procedentes de garbanzo (C. arietinum) en medio de cultivo Czapek Dox a los siete dias (numero de cada aislamiento)
(A: anverso, B: reverso)./ Cultural characteristics of the colonies of ten isolates representing the total isolates of Fusarium
spp. from chickpea (C. arietinum) on Czapek Dox culture medium at seven days (number of each isolate) (A: surface, B:

reverse).

2 en CzD, lo que evidencia la influencia del medio de
cultivo en la formacién de anillos, aspecto que reafirma
la variabilidad existente entre los aislamientos.

La presencia de sectores en las colonias se
observé en algunos aislamientos y medios de cultivo.
Los aislados 4, 8, 9, 11, 15y 16 presentaron sectores
en el medio PDA ; en Leonian el 7,8, 11y 12 y en el
medio CzD ningun aislado formo sectores.

Aun cuando los aislamientos 8 y 9 proceden de
semillas de diferentes lineas genéticas (Tabla 1) y
presentan diferencias en la formacion de anillos en
PDA y de sectores en medio Leonian, mostraron
similitud en la textura y la coloracion de la colonia en
los tres medios, por lo que podrian ser entes de una
misma especie.

Sobre la base de los resultados, el medio PDA es
idoneo para estudios de caracterizacion cultural de los
aislados de Fusarium spp. de garbanzo, debido a la
amplia variabilidad cultural que se puede observar en
los aislamientos.

La velocidad de crecimiento fue significativamente
mayor en el medio CzD, independientemente de los
aislados analizados (Tabla 2). Los aislamientos 6 y 10
mostraron el crecimiento mas rapido en los medios de
cultivo PDA y CzD; se destacan en medio CzD, cuya
velocidad de crecimiento fue de 0,63 mm.h".
Los aislamientos 1, 4, 8, 9, 12 y 15 mostraron la
velocidad mas alta en medio de cultivo Leonian. Los

aislamientos que alcanzaron la maxima velocidad en
los medios, evidencian una asimilacién diferencial de
los compuestos nutritivos, lo que pudiera ser motivo
de una mayor colonizaciéon de estos en diferentes
tipos de suelo. Lo anterior muestra la existencia de
variabilidad entre estos aislamientos (Tabla 2).

Estos resultados coincidieron con lo informado por
Duefias et al. (12) acerca de que los aislamientos de
Fusarium procedentes de garbanzo son de rapido
crecimiento, entre 0,30-0,54 mm.h-' en medio PDA, y con
lo notificado por Lezcano et al. (20) para F. oxysporum
procedente de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit
cv. Peru, que mostré una velocidad de crecimiento de
0,38 mm.h""en este mismo medio. La alta velocidad de
crecimiento de los aislados de Fusarium procedentes
de garbanzo pudiera estar directamente relacionada
con la colonizaciéon del suelo, aspecto que se debe
esclarecer en investigaciones futuras.

Por otro lado, aunque los aislamientos esporularon
en todos los medios de cultivo, este proceso se
favorecio en medio PDA, con diferencias significativas
con la obtenida en los medios CzD y Leonian. También,
en este medio (PDA) se observé mayor variacion en la
esporulacion entre los aislamientos (Tabla 3).

Los aislados 3 y 9 mostraron la mayor produccion
de conidios en medio PDA. Sin embargo, los aislados
6y 10 (en Leonian) y 4, 5y 16 (en CzD) mostraron las
menores producciones de conidios (Tabla 3).
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TABLA 2. Variabilidad en la velocidad de crecimiento de
los aislamientos de Fusarium procedentes de garbanzo en
diferentes medios de cultivo./ Growth rate variability of
Fusarium isolates from chickpea on different culture media.

Velocidad media de crecimiento

Aislamiento (mm.h)

Medios de cultivo

Leonian
2 0,38 bed 0,44 ghij 0,52 mn
3 0,32 a 0,39 cde 0,37 bc
4 0,49 Im 0,54 n 0,54 n
5 0,36 bc 0,41 def 0,44 ghij
6 0,54 n 0,52 mn 0,63 o
7 0,32 a 0,51 mn 0,54 n
8 0,46 1k 0,54 n 0,54 n
9 0,41 def 0,54 n 0,47 jkl
10 0,54 n 0,52 mn 0,63 o
11 0,35 ab 0,41 def 0,54 n
12 0,35 ab 0,54 n 0,54 n
13 0,38 bed 0,45 hijk 0,54 n
14 0,38 bed 0,43 efghi 0,54 n
I5 0,45 hijk 0,54 n 0,54 n
16 0,41 def 0,41 def 0,54 n
ESx 0,0004

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

En el medio PDA se obtuvo el menor crecimiento
general; sin embargo, aseguré la mayor esporulacion
por area de los aislamientos de Fusarium. Esto tiene
interés para la obtencion de inéculos con diferentes
fines como las pruebas de patogenicidad, las pruebas
de resistencia y la conservacion de cultivos, entre
otros.

Los 16 aislamientos de Fusarium mostraron gran
variabilidad en todos los caracteres analizados. Por
otro lado, los aislados 5, 8 y 9 presentaron el 100 %
de plantas infectadas, pero no se ubican entre los mas
destacados respecto al crecimiento y la esporulacion;
lo que sugiere que estos caracteres cualitativos no
presentaron estrecha relacién con la patogenicidad de
los mismos.

De forma general, esta variabilidad tiene
importancia para la identificacion de especies, asi
como para la determinacion de presencia de biotipos
en el patégeno.

Las caracteristicas de las colonias y de las
estructuras fungicas, comparadas con las notificadas
en la clave de identificacion (14), permitieron ubicar
los aislamientos en seis especies (Tablas 4 a y b).

Rev. Proteccién Veg. Vol. 31 No. 3 (sep.-dic. 2016): 173-183

TABLA 3. Esporulacion de los aislamientos de Fusarium
procedentes de garbanzo (C. arietinum) de zonas de Pinar
del Rio, Cuba, desarrollados en diferentes medios de
cultivo./ Sporulation of Fusarium isolates from chickpea
(C. arietinum) from areas of Pinar del Rio, Cuba, grown on
different culture media.

Esporulacién-Medio de cultivo
(x 10°conidios.mm?)

Aislamientos

Leonian

,11 detfg i 0,02 ab

2 0,18 hi 0,07 abcdef 0,06 abcdef
3 0,34 k 0,1 bedefg 0,12 fgh

4 0,1 cdefgh 0,01 a 0,01 a

5 0,06 abcdef 0,05 abcdef 0,01 a

6 0,03 abcde 0,0T a 0,02 ab

7 0,18 hi 0,05 abcdef 0,03 abcde
8 0,17 ghi 0,01 a 0,03 abcd
9 0,32k 0,02 abc 0,02 ab
10 0,03 abcde 0,0T a 0,02 ab

11 0,1T efgh 0,02 ab 0,06 abcdef
12 0,06 abcdef 0,04 abcde 0,05 abcdef
13 0,11 defgh 0,09 abcdef 0,29 jk

14 0,23 1j 0,07 abcdef 0,12 fgh

15 0,08 abcdef 0,03 abcde 0,03 abcde
16 0,06 abcdef 0,02 abc 0,01 a
ESx 0,0016

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Resultados similares para F. oxysporumy F. solani
se notificaron por Duefas et al. (12) y Jiménez et
al. (10), los cuales coinciden con las caracteristicas
presentadas para estas especies.

De los aislamientos obtenidos se determinaron,
por sus caracteristicas morfoculturales, seis especies
de Fusarium (F. oxysporum f. sp. ciceri, F. solani, F.
proliferatum, F. nygamai, F. phyllophilum, F. dlamini),
causantes de la fusariosis del garbanzo en areas
de Pinar del Rio; las cuatro ultimas notificadas por
primera vez en el cultivo para Cuba. En este aspecto
se profundizara mediante la utilizacién de técnicas
moleculares.

Estos resultados tienen importancia para el
programa de seleccion de cultivares y para la
evaluacion de estos, asi como para el manejo de la
enfermedad. Adicionalmente, se detect6é variabilidad
entre aislamientos de una misma especie, lo que
sugiere la posible existencia de biotipos, aspectos en
los que se debe profundizar en estudios posteriores.
Todo ello refleja la intensa evolucion que esta
sucediendo en el género Fusarium y la variedad de
especies capaces de afectar al cultivo de garbanzo en
el occidente de Cuba.
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TABLA 4a. Especies de Fusarium presentes en plantas y semillas de garbanzo (C. arietinum) procedentes de la provincia
Pinar del Rio, Cuba, identificadas por las caracteristicas morfoldgicas y culturales, segiin la clave de Leslie y Summerell
(14)./ Fusarium species present on chickpea (C. arietinum) plants and seeds from the province of Pinar del Rio, Cuba,
identified by the morphological and cultural characteristics, according to the key of Leslie and Summerell (14).

MACROCONIDIO
De Especie identificada
aislamiento Esporod.*  Talla (nm) Forma Célula apical
Fusarium proliferatum ausente 20,7-44,2 a semicurvo curvada 35
1,16 (Matsushima) Nirenberg. 1,38-3,65
2 Fusarium sp. - - - - - -
Fusarium phyllophilum ) ) ) ) ) i
3 Nirenberg & O’Donnell
4,8,9,11, Fusarium oxysporum .
12,13, 14, Schlechtendahl emend. presente 1,01-4,14 semicurvo ligeramente .
a 11,04- curvada pie 3
15 Snyder & Hansen. 39.22
Fusarium nygamai Burgess 10,2-18,2 a . rectoa -
5 & Trimboli presente 2540 ligeramente conica muesca 34
' v curvo
Fusarium solani (Martius) 2,65-4,37 ligeramente
Appel & Wollenweber resente a 17,94- semicurvo alargada
6,10 PP P - 2-6
’ emend. Snyder & Hansen. 30,13 redondeada
Fusarium dlamini Marasas, 2,53-4,14 . .
7 Nelson & Toussoun presente a23,92- semicurvo curvada pie 2-5
) 44,16

*Esporod.- Esporodoquio

TABLA 4b. Especies de Fusarium presentes en plantas y semillas de garbanzo (C. arietinum) procedentes de la provincia
Pinar del Rio, Cuba, identificadas por las caracteristicas morfoldgicas y culturales, segiin la clave de Leslie y Summerell
(14)./ Fusarium species present on chickpea (C. arietinum) plants and seeds from the province of Pinar del Rio, Cuba,
identified by the morphological and cultural characteristics, according to the key of Leslie and Summerell (14).

MICROCONIDIO
De Especie identificada Célula . D
St Forma Septo conidiégena Clamidospora Micelio aéreo
monofialides fal
Fusarium proliferatum oval, baston cortas y - cabezlf:fas
1,16 (Matsushima) Nirenberg. ’ 0 polifialides cadenas Y
cadenas largas
. eliptica, monofialides de terminales e falsas
2 Fusarium sp. : 0-1 .
fusiforme cadenas largas intercalares, pares cabezuelas
Fusarium phyllophilum eliptica, - falsas
3 Nirenberg & O’Donnell fusiforme 0-1 Monofidlides ) cabezuelas
4,8,9,11, Fusarium oxysporum .‘Zval’ monofialides Fermmales N falsas
Schlechtendahl emend. arrifionada, 0 intercalares,
12,13, 14 o cortas cabezuelas
’ | 5’ ? Snyder & Hansen. eliptica cadenas y grupos
Fusarium nygamai Burgess . . terminales, falsas
: . oval 0-1 monofialides intercalares y en
5 & Trimboli. J—— cabezuelas
Fusarium solani (Martius) terminales e
oval, 1 . falsas
6. 10 Appel & Wollenweber clinsoide 0-2 monofialides intercalares, cabezuclas
? emend. Snyder & Hansen. P cadenas y pares
Fusarium dlamini Marasas, fusiforme, - terminales e falsas
. 0-1 monofialides .
7 Nelson & Toussoun. napiforme intercalares, pares cabezuelas

*Esporod.- Esporodoquio
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