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RESUMEN

Los cultivos de garbanzo en el Valle del Guadalguivir

son severamente afectados por un complejo de enfermedades (Mar--
chitez y Podredumbre de Raiz, MPR). Los principales agentes de

MPR son Fusarium oxyvsporum y F. solani (sensu lato). Ambas es-

pecies flOngicas sobreviven en el suelo y la densidad de sus pro-
pagulos en éste determina la incidencia y severidad de los ata--
ques en plantas susceptibles. Los objetivos de esta investiga-
cidn fueron evaluar la eficacia de medios de cultivo selectivos

enn el aislamiento ¥ cuantificacién de F. oxysporum y F. solani -

(sensu lato) en suelos cultivados del Valle del Guadalquivir, es

timar la densidad de propigulos viables de dichas especies en
los suelos mencionados, y determinar las frecuencias con que -
existen en los mismos aislamientos de ambas especies fuingicas pa

togénicos sobre garbanzo.

S5e han evaluado comparativamente los medios de cultivo
agar-peptona-PCNB, agar-jugo V-8-oxgall-PCNB, Komada vy agar -
Czapeck~Dox-verde malaquita-captéin, sobre la facilidad con que =
permitian distinguir y aislar dichas especies, asi como cuantifi
car su densidad de poblacidn en el suelo. Se empled él método
de dilucidn en placa con muestras de suelos con o sin historia

de ataques de MPR en garbanwzo.

Con dos medios seleccionados por su mayor eficacia, se
determind la densidad de propagulos viables de F. oxysporum y -
F. solani (sensu lato) en los 5.0, 17.5 ¥y 30.0 cm de profundidad
de 17 campos con historia de MPR en las provincias de Cbrdoba, -

Jaén y Sevilla, y en el nivel 5.0-17.5 cm de 47 campos en las -

provincias citadas y Cadiz.

La patogenicidad sobre garbanzo de 155 aislamientos de

E. oxysporum y 135 aislamientos de F. solani (sensu lato) obteni
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dos de suelos con ¢ sin historia de MPR, se determind en inocula-

ciones artificiales en las gue las plantas crecieron en s=uelos in

festados con inbculo, en un medio liquido que contenia indculo, o
en vermijculita estéril pero inoculada con trozos de agar contenien

do micelio del hongo correspondiente,

Los medios agar-peptona-PCNB, agar-jugo V-8-0oxgall-PCNB

v Komada resultaron igualmente eficaces en el aislamiento y cuan-

tificacidén de propégulos viables de F. OXysporum. Sin embargo,
el medio de Komada fue menos eficaz que los otros dos en la cuan-

tificacidn de P, =solani (sensu lato). El medio agar Czapek-Dox-

-~verde malaquita-captan resultd ineficaz para el aislamiento v
cuantificacidén de propégulos de F. oxysporum v F. solani (sensu -

lato).

La densidad de proplgulos viables de F. oxysporum y -

F. solani (sensu lato) oscild entre 167-6467 propagulos/g de sue-

lo seco en 64 campos muestreados del Valle del Guadalquivir y fué

mas alta en los suelos con historia de cultivo de garbanzo que en

ios utilizados con otro cultivos. F. oxysporum predomind en sue-

los arcillosos v F. solani (sensu lato) tanto en estos como en

suelos franco arcillosos. Ambas especies fueron més abundantes
en la zona mis superficial de la capa arable del suelo v sus po--

blaciones disminuyeron con la profundidad.

Todos los aislamientos de F. oxysporum y F. solani -

(sensu lato) utilizados en inoculaciones artificiales resultaron

patogénicos sobre garbanzo Pero variaron en virulencia. En base

al tipo y severidad de las reacciones inducidas fueron clasifica-

dos en dos grupos para cada especie,. Los aislamientos mAs viru-

lentos de F. oxysporum (6.5%) causaron infecciones vasculares v -

amarillez foliar y los menos virulentos (94.5%) indujeron necro-—

sis restringidas en cuello v raices vy amarillez folijiar., Los -

aislamientos més virulentos de F, solani (sensu lato) (27%) causa

ron podredumbre negra extensa de cuello v raices que ocasiond fla



cidez v amarillez foliar y posteriormente muerte de la planta y -

1os menos virulentos indujeron necrosis de cuello y raices Yy -
amarillez foliar pero no muerte de las plantas: 12 de los aisla--

mientos de I'. solani (sensu lato) fueron identificados como

F. eumartii.
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INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) ha sido alimento -

2o siem-—

principal de los espanoles durante aflos. Actualmente
bra en todo el territorio nacional, siendo Andalucia la regién
donde se cultiva en mayor extension, sobre una superficie de

51.268 ha que representa mas del 60% de la total nacional de di

cho cultivo (ANONIMO, 1982).

Las enfermedades constituyven una de las limitaciones

més serias del cultivo del garbanzo, tanto por las pérdidas de

produccibén que ocasiona, como por las restricciones que imponen

sobre su extensidn a nuevas areas e incluso su mantenimiento en

aquéllas en gue es tradicional.

La situacibén fitopatolégica del garbanzo en Andalucia
ha sido estudiada por TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ (1983), -
quienes han puesto de manifiesto que el cultivo es severamente
afectado por un complejo de enfermedades que denominaron Marchi
tez y Podredumbre de Raiz (MPR) y que incluye Marchitez o Amari

llez Vascular inducidas por diferentes biotipos de

Fusarium oxysporum Schlecht, emend. Snyd. et Hans. f. sp. ciceri

(Padwick) Snyd. et Hans., Amarillez No Vascular v Necrosis Cor-

tical de Cuello y Raiz inducida por F. oxysporum Schlecht. -

emend. Snyd, et Hans., Amarillez No Vascular y Podredumbre de -

Raiz v Cuello inducida por F. solani (Mart.) Appl. et Wr. y
F. eumartii Carpenter, Podredumbre Seca de Raliz inducida por -

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Enanismo amarillento

(de etioleogia incierta pero probablemente viral), y Clorosis ré

rrica.

De las enfermedades citadas, las debidas a infeccio--

nes por Fusarium spp. =son las mAs severas v ampliamente distri-

buidas de las que integran el complejo MPR,

El suelo es fuente de indéculo de F. oxysporum, -
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F. eumartii v F. solani. En &1 dichas especies sobreviven co-

mo conidias, clamidosporas o trozos de micelio, constituyendo -

m
3

3
ulo amo d
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poblaciones de hasta varios miles de prop? z
suelo, La densidad de propagulos de las especies flngicas -
mencionadas depende de muchos factores entre los gue destacan -
la microflora y propiedades fisicas v quimicas asi como la al--

ternativa de cultivos y vegetacidén del suelo adventicia en -

este,

Los niveles de densidad de propigulos de especies -
flingicas fitopatdgenas en el suelo son determinantes de la inci
dencia y severidad de las enfermedades inducidas por patdgenos
de suelo en plantas susceptibles. Por ello, para un adecuado
planteamiento de estrategias de lucha contra dicho tipo de en--
Fermedades es necesario conocer los niveles de densidad de pro-
pagulos disponibles en las poblaciones de los patdgenos para -
iniciar las epidemias, asi como evaluar la eficacia de los me--
dios de lucha disponibles sobre la reduccidén que ocasionan en -
dichas poblaciones iniciales, en relacién a los umbrales de den

gsidad de indéculo que resultan en epidemias severas.

Durante los Ultimos 20 anos diversos autores han desa
rrollado medios de cultivo selectivos para el aislamiento v -
cuantificacidédn de Fusarium spp. en suelos cultivados (BOUHOT y
ROUXEL, 1971, KOMADA, 1977; NASH y SNYDER, 1962; PAPAVIZAS, -
1967; SINGH y CHAUBE, 1970). La posibilidad de gue algunos o
varios de dichos medios sean de utilidad en la cuantificacidn -

de poblaciones de Y. oxysporum, F. solani (sensu lato) que in--

fectan garbanzo en Andalucia resulta de gran interés por su
aplicacidn inmediata para la valoracidén de estrategias v medios
de lucha. Sin embargo, la eficacia de dichos medios en el -

aislamiento selectivo del suelo de los citados patdgenos es des

conocida para nosotros.
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En esta Tesis hemos evaluado la utilidad de los me--
dios selectivos agar-jugo V-8-oxgall-PCNB (BOUHOT v ROUXEL, -
1971 PAPAVIZAS, 1967), agar-peptona-PCNB (NASH v SNYDER, 1062:
PAPAVIZAS, 1967), agar de Komada (KOMADA, 1977) v agar-Czapek-
Dox-verde malaquita-captan (SINGH y CHAUBE, 1670} para el ais-

lamiento v cuantificacidn de k. oxXysporum v F. solani (sensu -
lato) en suelos cultivados del Valle del Guadalquivir. Los -

medios selectivos mis eficaces se han empleado posteriormente

para:

1.- Estimar la densidad de propaguios de F. oxysporum
y F. solani que infestan los suelos cultivados -

del Valle del Guadalquivir.

2.- Determinar la frecuencia con que existen en di--
chos suelos cultivados aislamientos de F. oxysporum
- ay=pot i

y F. solani (sensu lato) patogénicos sobre garban

o

ZO .



REVISTION DE LITERATURA

En Andalucia, el cultive del garbanzo (Cicer arietinum L.)

afectado severamente por un complejo de enfermedades que -

u

TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ (1982) han denominado Marchitez v
Podredumbre de Raiz (MPR). Segln dichos autores este complecjo
constituye actualmente el factor limitante més importante para

el desarrollo del garbanzo de siembra primaveral en Espaiia.

La MPR del garhbanzo incluye como componentes principa

les una Marchitez o una Amarillez de naturaleza vascular que

son inducidas por biotipos de Fusarium oxysporum Schlcht.

emend. Snyd et Hans, f.sp. Ciceri (Padwick) Snyd. et Hans., y -

una Amarillez no vascular asociada a necrosis cortical o podre-

dumbre negra de raijiz v cuello ue son inducidas respectivamen-
[l o *

te por F. oxysporum schicht., o por F. solani (Mart.) Appl. et

Wr. y F., eumartii Carpenter. F. sclani v F. eumartii son espe

cies morfolbdgicamente muy similares, distinguiéndose entre si
bParticularmente por la morfologia v tamafio de las macroconidias,
En F. solani las macroconidias son de 20-50 x 4-5.5 pmy tienen
tres paredes transversales, mientras que I'. eumartii tierne ma--
croconidias de 30-60 x 3.5 - 5 pm vy 5 paredes transversales -
(TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ, 1983). La separaciébn de -
F. scolani v I's eumartii como especies distintas ha sido propues
ta recientemente (BOOTH, 1977; GERLACH, 1977, 1981) v no es atn
aceptada por todos los autores, Por ello, en lo que sigue, vy

a menos gue se explicite expresamente, utilizaremos la denomina

cidn F. solani (sensu lato) para incluir a F. solani (Mart)

Appl. et Wr. v F, eumartii Carpenter,

Los atagues de MPR han reducido seriamente la superfi

cie dedicada al cultive del garbanzo en Andalucia. Hasta el

momento no se han realizado evaluaciones precisas sobre las pér



didas de cosecha que occasiona. Sin embargo TRAPERO CASAS v JI-
MENEZ DIAZ (1983) han estimado aquellas en un 12-15% en base a -
las incidencias de las enfermedades componentes del compleio ob-
servadas durante prospecciones sistembticas en cultivos del Va--
1le del Guadalquivir, En la Tndia se han estimado en un 10% -
las pérdidas media de rendimiento causadas por F. oxysporum f.

sp. ciceri (ALLEN, 1983).

Los ataques de F. oxysporum f.sp. ciceri v I'. solani
en cultivos de garbanzo estan ampliamente distribuidos en el
mundo, habiendo sido citados por diversos autores en Birmania, -
EE.UU., Etiopia, India, Malawi, Méjico, Paquistén, Perti, Thnez y

URRS (ALLEN, 1983).

Las actividades bioldégicas de F. oxysporum y F. solani
se desarrollan en el marco ecoldgico de la rizosfera. En dicho
microhabitat estos hongos interaccionan no solo con la planta si
no también con otros microorganismos bajo la influencia de facto

res fisicos vy quimicos del sueclo,

Las raices de las plantas proveen de una fuente de nu-

trientes localizada y continua a estos hongos patbgenos en el -
suelo, en forma de tejidos wvivos, exudados radiculares y células
muertas desprendidas (ALLEN, 1983; KRAFT et al, 1981; NASH SMITH,
1970). El efecto combinado, directo o indirecto, de los exuda-
dos radiculares sobre las actividades de F. oxysporum y F. sola-
ni (efecto rizdsférico) puede ser analizado considerando tres de
las fases que componen su ciclo vital: formacidn de clamidospo--
ras (o esporas tipicas de resistencia), persistencia de las mis-

mas en el suelo y su posterior germinacidn (GRTIFFIN, 1981; -

SCHIPPERS vy VAN ECK, 1981).

Las clamidosporas pueden formarse por modificacidn de

células de las hifas o de lasg macroconidias. La formacidn en -



N

las hifas tiene lugar en tejidos infectados y necrdéticos de -
plantas susceptibles:; mientras gque la formacidn en las macroco
nidias ocurre tras la germinacidén de éstas en el suelo, al que
llegan procedentes de los esporodoquios formados en los teji--
dos afectados (ALLEN, 1983; GRIFFIN, 1981; KRAFT et al., 1981;

NASH SMITH, 1970; SCHIPPERS v VAN ECK, 1981).

Las clamidosporas de F. oxysporum ¥y F. solani pueden
sobrevivir hasta 30 anos en suelos cultivados con plantas no -
susceptibles (KRAFT et al., 1981; NASH SMITH, 1970). Ello pue
de tener lugar gracias al mantenimiento de un estado hipometa-
bélico (latencia) continuado, o por germinacidn repetida v for
macidén de nuevas clamidosporas. Ambos procesos no son exclu-
yentes y probablemente tienen lugar en el suelo contribuyendo

a tan significada capacidad de sobrevivir por parte de dichos

hongos. Existe referencia de gue las microconidias de F. -

oOXysEpolum

(TELLO, 1984) pudiendo jugar un papel activo en las infecciones

pueden persistir en el suelo durante mas de un mes

de plantas susceptibles, No se tiene referencia sobre el cre
cimiento y el mantenimiento activo en el suelo como saprotro--
fos de F. oxysporum vy F. solani, ni sobre la supervivencia di-

ferencial de estas especies,.

La capacidad potencial de las clamidosporas para es-
tablecer. infecciones (potencial de inéculo) depende de su niime
ro sobre la zona de penetracidn, v de las reservas nutritivas
disponibles tanto endbgenas como exdgenamente dentro vy fuera -

de la rizosfera (BAKER, 1965; 1981; GRIFFIN, 1981).

La germinacién de las clamidosporas de Fusarium SPP .
es estimulada por los exudados radiculares de las semillas y -
del hipocotilo de las plantas susceptibles y no susceptibles,
y en ausencia de éstas, por sustancias producidas durante la -

descomposicion de restos de cultivos anteriores (ALLEN, 19873,



KOMMEDAHL, 1966; KRAFT et al., 1681; SCHROTH y SNYDER, 1961; -
SMITH v SNYDER, 1972}, En respuesta a los nutrientes las cla-
midosporas emiten un tuho que puecde dar lugar” a la penetraciodn
de los tejidos radiculares o a la formacidédn de nuevas clamidos-—
poras. La posibilidad de formar nuevas clamidosporas hace -
que estos hongos puedan sobrevivir brelongadamente en el suelo
e incluso que sus poblaciones puedan aumentar con los afios

(SCHIPPERS y VAN ECK, 1981).

La naturaleza de los exudados radiculares que inducen

la germinacidn de las clamidosporas en el suelo es relativamen-

te bien conocida, va que ha sido objeto de numerosos trabajos -
(GRIFFIN, 1981; SCHIPPERS ¥y VAN ECK, 1981), Entre los diversos
tipos de sustancias estimulantes de 1a germinacidén identifica--

dos destacan: Acidos organicos, derivados de los &cidos nuclej-

cos, alcoholes, aldehidos, aminoacidos, auxinas, cumarinas, en-
zimas, etileno, flavonas, glucébdsidos, hidratos de carbono, pro-
pileno, saponinas, vitaminas, etc. (VANCURA y STOTZKY, 1976). -
Estas sustancias modifican las condiciones del suels en la ri--

zosTera, denominéndose a este hecho efectio rizosférico.

Ademas de los exudados de origen vegetal, existen nu-

merosos factores ambientales que influyen sobre las poblaciones

de F. oxysporum v F. solani en el suelo, ¥y pueden dincidir sobre

la ocurrencia y severidad de las infecciones de estos patbgenos,

La temperatura del suelo influye notablemente en la -

produccibn, supervivencia Y germinacibn de las clamidosporas
(MENZIES, 1970). La temperatura éptima para el desarrollo de
F. oxysporum y F. solani es de 25 - 28 ¢ (ALLEN, 1983; GRIFFIN,

1981), v las temperaturas letales son relativamente moderadas.

Un tratamiento calorifico himedo del suelo a 50-60 ¢ durante -

30 min reduce ampliamente las poblaciones de dichos patbégenos -

(MENZIES, 1970). La temperatura del suelo influye también so-
bre la distribucidn geografica de F. oxysporum y F. solani, que



han sido citados desde las areas templadas a las tropicales y -

zonas climAticas frias (STONER, 1981).

LLa cantidad de agua en el suelo influye sobre la ger-

minacién de las clamidosporas de F. oxysporum y F., solani, ya -
que con ella se difunden los exudados radiculares gue la induce
¥ permite el posterior crecimiento de las hifas (COOK, 1981). -
En general, las especies de Fusarium se muestran més activas vy

sobreviven mejor en hébitats con limitaciones de agua (COOK, -
1981; SMITH y SNYDER, 1971). Sin embargo, F. solani se cita =~
siempre como muy comin en areas calidas de alta pluviosidad o -
en suelos de regadios (STONER, 1681). Algunos autores sugie--
ren que el crecimiento v la supervivencia de F. oxysporum es fa
vorecide por condiciones de sequia por ser menor el efecto de -

microorganismos antagonistas {COOK, 1981).

Una pobre aireacidn del suelo repercute generalmente
de forma negativa en las poblaciones de los patdgenos del sue-
lo, debido a que va asociada con un alto contenido en agua, al-
to contenido en C02 v bajo contenido en 02. Este compuesto es
timula la germinacién de las clamidosporas de F. solani en pre-
sencia de glucosa y amoniaco en suelos estériles (GRIFFING, -
1981). E. oxysporum se desarrclla bien a concentraciones muy
bajas de O, (0.01%}, v son capaces de crecer bajo condiciones -
anaerobicas en presencia de extracto de levadura, Mnog, nitrato,

selenito o iones férricos (GRIFFIN, 1981).

E1l intervalo de pH tolerado por las poblaciones de -

F. oxysporum y F. solani es amplio, yva que va desde niveles -
dcidos (pH 2.4%) a alcalino (pH 9) (GRIFFIN, 1981); sin embargo,
suelen predominar en suelos Acidos (ALLEN, 1983; GRIFFIN, 1981;
STONER, 1981) debido a que en ellos se reduce la competicidn -

bacteriana (STONER, 1981).



El contenido en nutrientes en el suelo afecta a la pa

togénesis de F. oxysporum (WOLTZ y JONES, 1981) v F. solani

3 | R | e T I 4 3
/. NAVeres alius dJde nitraogeno y ba--

Ny
o

(KAUFMAN + WILLTAMS, 196
Jjos de potasio incrementa la germinacibén de las clamidosporas
v la severidad de los ataqucs de estos patdgenos; mientras que
un alto contenido en potasio v bajo en nitrégeno, la reduce
(ALLEN, 1983; KAUFMAN v WILLIAMS, 1965; WOLTZ y JONES, 1981).
Una deficiencia en calcio y boro en la planta huésped también -

puede incrementar la severidad de la marchitez causada por F. -

oxysporum (WOLTZ y JONES, 1981},

La tasa de propagacién de la Marchitez causada por F.

oxysporum patrece no estar correlacionado con las propiedades i
sicas y quimicas de los suelos; sin embargo, si existe una al--
ta correlacidn entre la tasa de propagacién de esta enfermedad

v la mineralogia de las arcillas del suelo (LOUVET et al, 1981).

Los suelos arcillosos ricos en montmorillonita incrementa la

propagacion de F. oxysporum; mientras que los suelos arcillosos

pobres en este mineral la disminuye (LOUVET et al, 1981).

Uno de los avances més significativos en el estudio -

de la ecologia de F. oxysporum y F. solani en el sueloc, ha gido
el desarrollo de un medio de cultivo selectivo para el aisla---
miento y enumeracidén de propagulos existente en aguellos reali-
zado por NASH y SNYDER (1962). Dicho medio permite la diferen
ciacidén especifica de ambos organismos asi como de otras espe--
cies de Fusarium, La modificacidén de este medio de cultiveo -
(PAPAVIZAS, 1967) y la creacién de otros nuevos (BOUHOT y ROU--
XEL, 1571; KOMADA, 1977; PAPAVIZAS, 1967; SINGH y CHAUBE, 1970),
junto con la utilizacidén de la técnica de dilucibdn en placa -
(ABAWI y LORBEER, 1971; NASH y SNYDER, 1962; Mc MULLEN ¥y STACK,
1982; SMITH ¥ SNYDER, 1975), ofrece la posibilidad de estudiar

la distribucidn de F. oxysporum y F. solani en los suelos culti

vados de garbanzo del Valle del Guadalquivir, asi como el rango
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de densidad de propagulos existente en dichos suelos, La uti-

lizacibn de dichos medios en suelos cultivados ha puesto de ma-
nifiesto la posibilidad de estimar densidades de poblacidn supe
riores a los 3000 propagulos por gramo de suelo (CUADRO 1), nii-
en cultivos

mero suficiente para ocasionar infecciones severas

susceptibles (SMITH v SNYDER, 1971).
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PUESTA A PUNTG DE UNA METODOLOGIA PARA EL AISLAMIENTO SELECTIVO

Y CUANTIFICACION DE FUSARTIUM OXYSPORUM SCHLECHT., Y FUSARTUM SOLANT
(MART. !} APPL. ET WR. DE SUELOS CULTIVADPOS DEL VALLE DEL GUADALQUIVIR

INTRODUCCION

El garbanzo {(Cicer arietinum L.) se cultiva extensamen

te en el Valle del Guadalquivir (TRAPERC CASAS y JIMENEZ DIAZ, -

1983) donde es afectado severamente por la Marchitez y Podredum-

bre de Raiz (MPR) (TRAPERO CASAS vy JTMENEZ DIAZ, 1983). La MPR

es un complejo de enfermedades, de las cuales son de primera im-

portancia la Marchitez y Amarillez Vasculares inducidas por dife

rentes biotipos de F. oxysporum f., sp, ciceri,
solani o F., eumartiil -

vy la Podredumbre

Negra de Raiz y Cuello inducidas por F.

(E. solani sensu lato) (TRAPERO CASAS v JIMENEZ DTAZ, 1985). -

F. oxysporum induce asimismo una Amarillez No Vascular asociada
con necrosis cortical de raiz v cuello (TRAPERO CASAS y JIMENEZ

DIAZ, 1985).

Las especies de Fusarium citadas son hongos de suelos,

en el gque sobreviven prolongadamente y en el que desarrollan

las primeras etapas de la patogénesis en las enfermedades que

causar,

La relacidén entre la densidad de indculo en el suelo ¥y

la incidencia y severidad de log atadques de F. oxysporum y -

F. solani en plantas susceptibles, ha llevado a muchos investiga

dores a tratar de estimar la densidad de propagulos de dichos

hongos en leos suelos cultivades. Para ello, se ha utilizads ge

neralmente la técnica de dilucidén de muestras de suelo en -
placas con medios de cultivo selectivos (ABAWI y LORBEER, 1971;

BOUHOT v ROUXEL, 1971; BURKE et al., 1972; DRYDEN et al., 198%;

i3



MAROIS et al, 1983; NASH y SNYDER, 1962; TAMIMI y HADWAN, 1980)

El primer medioc de cultive para el aislamiento =selec-

tivo de Fusarium spp. de suelos cultivados, fué desarrollado -

por NASH y SNYDER (1962} al objeto de estimar cuantitativamente

las poblaciones de F. solani . sp. phaseocli, causante de la Po

dredumbre de Raiz de la judia (Phaseoclus vulgaris L.}. El me-

dio de NASH v SNYDER fue modificado por PAPAVIZAS (19567) mediaﬂ
te la incorporacidn de varios agentes antimicrobianos tolerados

al objeto de evitar en lo posible

por F. oxyvsporum ¥ F. solani,
el desarrollo de microorganismos contaminantes que dificultaran

la enumeracidn v aislamiento de las colonias de Fusarium spp.

PAPAVIZAS, v posteriormente BOUHOT y ROUXEL (1971), desarrolla-
ron otro medio selective a base de jugo de vegetales V-8, dex--
trosa, extracto de levadura y de los mismos agentes antimicro--
bianos que el anterior. Recientemente, KOMADA (1977) ha desa-

rrollade otro medio selectiveo para el aislamiento de Fusarium spp.

del suelo, supuestamente mas efective que los anteriores.

Segln nuestro conocimiento, el contenido de -
Fusarium spp. en suelos cultivados del Valle del Guadalquivir -
no ha sido estudiado. Por ello, la validez de los medios de -

cultivo selectivos antes citados para el aislamiento selcctivo

y cuantificacién de F. oxysporum y F. solani de dichos suelos -

no puede asegurarse a priori, y debe ser contrastada experimen-

talmente. A tal efecto, hemos realizado una valoracién compa-

rativa de la eficacia de varios medios selectivos descritos en
la literatura para el aislamiento de Fusarium de suelos del Va-

1le del Guadalguivir, cuyos resultados se presentan en este Ca-

pitulo T. La seleccidn del medio o medios mas eficaces permi-

tir estimar cuantitativamente las poblaciones de F. oxysporum

vy F. solani en dichos suelos,.



MATERTIALES Y METODOS

e han tomado muestras de suelo del Valle del Guadal-
quivir, que se han utilizado posteriormente para aislamientos -

de Fusarium con los medios selectivos objeto de estudio.

Muestreos de suelos

En el mes de Febrero de 19873 se tomaron muestras de -
suelos en un encinar cercano a Santa Maria de Trassierra (Cérdg
ba) v en dos parcelas con historia de severos ataques del com--
plejo MPR ubicadas en los términos de Montilla v Santaella (Cé{
doba), respectivamente (TRAPERO CASAS y JTMENEZ DIAZ, 1983). -
La parcela de Montilla habia sido sembrada de garbanzo durante
los tres Gltimos afios anteriores al muestreo, v en 1981 tuveo -
una incidencia final del 100% de muerte de plantas susceptibles,
Los aislamientos de plantas afectadas indican la existencia del
biotipo de F. oxysporum f. sp. ciceri causante de la Amarillez
Vascular, asi como de F. solani {(TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ,
1983). L.a parcela de Santaella tuvo una incidencia del 80% de
plantas muertas en 1982, causada fundamentalmente por el bioti-
po de F. oxysporum f. sp. ciceri que induce la Marchitez Vascu-
lar, y en menor grado por F. solani (TRAPERO CASAS y JIMENEZ -

DIAZ, 1987%Y).

Las muestras de suelo se tomaron de cinco puntos en -

cada parcela distribuidos en zig-zag {HAU et al, 1982), en cada
uno de los cuales se abrid una calicata (Fig. 1 ). En el per-
fil de las calicatas se muestred el suelo a 5, 17.5 v 30 cm me-
diante un tubo metélico hueco dec 28 mm de disdmetro, previamente
esterilizado, que se introdujo horizontalmente en el perfil, -
Las muestras de la misma profundidad de cada suelo se mezclaron
en una bolsa de plastico y se transportaron al laboratorio, don

de se mantuvieron a 3 C en un frigorifico hasta su posterior ma

15
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nipulacién, que tuvo lugar no mias tarde de 2 semanas después

del muestreo.

En un experimento posterior se tomaron muestras de

suelo del perfil 5-17.5 cm en 14 campos elegidos al azar de la
margen izquierda del guadalquivir, entre Cérdoba, Palma del Rio
y Ecija, cuva historia de cultivo y enfermedad no era conocida.
Dichos campos estaban sembrados de diferentes cultivos (algodén,
girasol, habas, maiz, remolacha o trigo), y eran de variada tex

tura (arcillosa, franco arcillosa, franca, franco-arcillo-areno

sa, franco-arcillo-limosa o arcillo-limosa).

Aislamiento de Fusarium gpp. del suelo

Las muestras de suelo se sometieron a diferentes tra-
tamientos para facilitar su manejo durante el proceso de aisla-
miento: i) desecacidén a 28 f 3 € durante 24 hr en clmara con -
circulacidn de aire; ii) desecacidn a 28 + 2 C durante 2% hr en
estufa sin aireacién; iii) no desecacibdn. E1l suelo tratado -
(seco o no), cubierto de papel de filtro limpio, se homogeneizd
con un mazo y rodille de madera y se tamizd a través de una ma—
lla de 0.5 mm de luz para la eliminacidn de guijarros y fraccio
nes groseras, Después, las muestras de cada profundidad de -
suelo se suspendieron en agar-agua (AA)}) al 0.1% en las pPropor--~
ciones de 10.0, 6.7 ¥y 5.0 mg de suelo seco por ml de AA, v se -

homogeneizaron en una batidora Osterizer ("Dual Range Pulsema--

tic 16") a alta velocidad durante 2 min.

Cada suspensidén de suelo se testd sobre los medios de
cultiveo selectivos agar-jugo V-8-0oxgall-PCNB, agar-peptona-~PCNB,
Romada y agar-Czapek-Dox-verde malaquita-Captan (Cuadro 2). -
De cada suspensién de suelo se tomd asépticamente 1 ml que se -
deposité sobre la superficie del medio selectivo correspondien-

te en placa petri, agitéandose la placa con movimientao rotatorio
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a fin de facilitar la dispersidén homogénea de la suspensidn.

Para cada medio selecctivo v suspensién de suelo se utilizaron

3-5 placas petri.

Identificacién de Fusarium spp.

Las placas con las suspensiones de suelo se incubaron
en oscuridad en estufa a 26 * 2 C durante 48 hr, v posterior-—
mente bajo luz fluorescente a 2000 lux con un fotoperiodo de -
12 hr durante 2-6 dias. Después se procedid al aislamiento -
del 30% de las colonias fingicas desarrolladas sobre cada medio
de cultivo, mediante transferencia masal a agar-patata-dextrosa
(PDA) en placas petri, ¥ a su posterior identificacidén mediante
observacidén de los caracteres morfoldgicos de valor taxondmico
de ambas especies en los montajes microscodpicos realizados. -
Los aislamientos para la identificacién especifica se realiza--
ron de colonias de 4-5 dias de crecimiento sobre agar-peptona-
-PCNB vy agar-jugo V-8-oxgall-PCNB, v de las colonias de 7-8 -
dias de crecimiento sobre los medios de Komada v agar-Czapeck-
-Dox-verde malaquita-captan. F. oxysporum se caracteriza por
i) macroconidias generalmente abundantes, fusiformes, poco cur-
vadas, agudas en los dos extremos, con 3-5 septas y dimensiones
comprendidas entre 20-50 x 2-4 jm ii) por microconidias tam---
bién abundantes, de forma elipsoidal-oval, oblonga, rectas o -
curvadas, aseptadas y de tamafio comprendido entre 4-12 x 1.5-4
jm; iii) por fihlidas cortas, generalmente abombadas en parte -

central o a veces curvadas, situadas en un conidiéforo nada o -

poco ramificado y de dimensiones comprendidas entre 4-24 x 1.5-

-Q:Pm; y 1iii) por clamidosporas terminales o intercalares en -

las hifas, de paredes lisas o rugosas, esféricas o iriformes -
’ P 3

terminales y esféricas-ovales las intercalares, y de didme-

las

tro comprendido entre 5-16 um. F. solani se caracteriza i) -
P - M L. Solant

por macroconidias generalmente abundantes, fusiformes, con los

extremos méas redondeados que los de las macroconidias de -



I3
]

F. oxysporum, frecuentemente con tres septas, aungque puede te-
ner de 1-7, de tamafio variable (20-50 x 4—5.5‘Fm); ii) por mi-
croconidias abundantes, ovales-elipscidales o reniformes, con
raredes bien marcadas Y generalmente aseptadas, de tamafio com-
brendido entre 6-20 x 2-4 Jm: iii) por fidlidas largas, fre---
cuentemente septadas y de tamafio cotiprendido entre 45-100 x

2-4 Jrm situadas sobre conidiéforos poco ramificados; iiii) por
clamidosporas formadas terminalmente en rama laterales o inter
calarmente, de forma oval-esférica o aperada, con paredes li--

sas o rugosas y de 6~12‘Fm de didmetro (TRAPERO CASAS y JIME--
NEZ DIAZ, 1983).

En base a las identificaciones realizadas fue posi--
ble clasificar las colonias desarrolladas sobre los medios Se-
lectivos, segln su morfologia, como pertenccientes a
F. oxXysporum o F, solani. Posteriormente se contabilizé el -
nimero de colonias de cada especie flngica desarrollada sobre
cada placa, y asumiendo que cada una se¢ habia criginado de un
propagulo viable, se calculd el nimero de propégulos por gramo
de suelo para cada muestra procesada. Dichos datos se sometie

ron a andlisis de varianza posterior y comparacién de medias en

caso de significacidn.

RESULTADOS

El medio agar-Czapek-Dox-verde malaquita-captan se -
mostrd ineficaz para el aislamiento de Fusarium spp. de las -
muestras de zuelos tomadas en 1983 en un encinar sin historia -
de MPR (Santa Maria de Trassierra) v en dos parcelas con histo-
ria de severos ataques del Complejo MPR (Campitfia de Cérdoba), -
al no desarrollarse en &1 ninguna colonia de Fusarium spp. tras

5 dias de incubacién y sélo en muy escaso niimero en los dias su



cesivos. Los restantes medios contrastados dieron resultados

positivos, y las especies de Fusarium identificadas fueron -
F. oxysporum, F. solani y F. equiseti {(Cuadro 3). De los tres
medios contrastados, el agar-jugo V-8-0xgall-PCNB fue el que -

permiti6é la mejor distincién morfTolégica de las colonias de

Fusarium spp. desarrolladas (Fig., 2 ).

F. oxysporum se aisld consistentemente en los medios

agar-jugo V-8-oxgall-PCNB, agar-peptona-PCNB vy Komada de los -

tres suelos muestreados, resultando el ntimero de propagulos

viables de esta especie obtenidos en cada uno de los suelos

cultivados de la campifia, superior al detectado en el suelo de

encinar de la Sierra Morena.

F. solani solo fue aislado de las mucstras de suelo

de la Campifia v no de las del encinar, y Gnicamente con los me

dios agar-jugo V-8-cxgall-PCNB ¥y agar-peptona-PCNB,

F. equiseti se aisld consistentemente de las mues-——
tras de suelo de la campifia con los tres medios de cultivo con

trastados, pero no se aisld de la muestra de suelo del encinar.

En un experimento posterior se reevalud la eficacia

de los medios de cultivo agar-jugo V-8-oxgal-PCNB, agar-peptona-

-PCNB v Komada para el aislamiento de F. oxysporum y F. solani

de suelos cultivados. Los resultados sobre la densidad de -

propigulos viables de F. oxysporum se muestran en el Cuadro 4.
Los tres medios son similarmente eficaces para la determinacidn
de la densidad de propégulos viables de F. oxysporum, va que -
el nimero medio de propégulos detectados no difirid significa-

tivamente (P=0.01) entre ellos. Para el mismo nivel de proba

bilidad, el ntmero de propagulos de F. solani detectado con -

el medio de Komada fuc significativamente inferior al obtenido

con agar-jugo V-8-oxgall-PCNB vy agar-peptona. PCNB, gque a su
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Fig. 2, Mediocs de cultivo selectivos para Fusarium spp.

-agar-peptona-~PCNB (APP), agar-jugo V-8-oxgall-PCNB (AVOP},
Komada (K) y agar-Czapek-Dox-verde malaquita-captan (ACD)-
conteniendo 1 ml de suspensidén de suelo (dilucidn 1/100,

g suelo seco/ml AA al 0.1%) tomado a 5, 17.5 v 30 cm de -
profundidad en un encinar cercano a Santa Maria de Trassie

rra (Cébrdoba), después de 5 dias de incubacidn
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vez no difirieron entre si {Cuadro 3). Estos resultades fue-
ron consistentes en todas las muestras de suelo procesadas, in
dependientemente de la diferente textura de los mismos {Cuadro
5, 6). Los medios agar-jugo V-Soxgall-PCNB vy agar-peptona-
-PCNB permitieron la identificacidn de las colonias de
F. oxysporum y F. solani a los 3 dias de crecimiento (Fig. 3 ),
distinguiéndose las de F. oxysporum por su color rosédceo y mi-
celio rasante de las de F. solani, de micelio aéreo y colora--
cidén blanquecina (Fig. 4 , 5 ).

Pn los Cuadro 7, 8 y 9 se presentan los datos relati
vos al efecto de la desecacidn del suelo sobre el nlmero de -
propagulos wviables de F. oxysporum y F. solani, respectivamen-
te, detectados con los medios de cultivo agar-jugo V-8-oxgall-
-PCNB ¥y agar-peptona-PCNB en seis muestras de suelos cultiva--

dos, de diferente textura.

Los resultados obtenidos son de dificil dinterprecta--
cibn va que la densidad de propagulos viables detectada varia
sin un patrén de comportamiento consistente seglin los trata---~
mientos de desecacidn efectuados. Asi, en suelos con la mis-
ma textura, cn unos casos el numero de propagulos de -
F. oxysporum contabilizados fue significativamente mayor cuan-
doe la muestra se procesd sin desecacidén previa que cuando se
desecd, mientras que en otros ocurrid la relacidn opuesta, o no
existid diferencia significativa (Cuadro 7). No obstante, en
general, parece gue irrespectivo de la textura la no desecacidm

previa de la muestra arrojd densidades de propagulos superiores.

Similaifmente, la influencia del tratamiento de dese-
cacidén sobre la densidad de propagulos viables de F. solani de
tectada es erritica, variando segin la textura del suelo, y en
este caso, las mayores densidades de propagulos se detectaron

en igual proporcidn de muestras desecadas como no desecadas

{Cuadro 8}.
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Fig. 3. Colonias de Fusarium oxysporum y

F. solani de 3 dias de crecimiento sobre los medios
agar-jugo V-8-oxgall-PCNB (AVOP)}, agar-peptona-PCNB
(APP) v Komada (K)



Fig. 4, Colonias de Fusarium oxysporum (FO) y F. solani (FS) sobre

agar-peptona-PCNB



Fig. 5. Colonias de Fusarium oxysporum (FO) y F, solani (FS) sobre

agar-jugo V-B-oxgall-PCNB
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Sin embarge, cuando los resultados se analizan global

mente, irrespectivo del tipo de suelo, la desecacidn previa al

procesado de las muestras parece disminuir la densidad de propé

gulos viables de F. oxyvsporum y F. scolani detectada, particular

mente si la desecacidn tiene Tugar en ausencia de ventilacidn

(Cuadro 9).

Cuando la desecacién a 28 * 3 C de las muestras de

los seis suelos se mantuvo durante 4 dias, la densidad de propé

gulos viables dec ambas especies flngicas decrecié similarmente
vy de forma exponencial con el tiempo de desecado, obteniéndose -
en la correlacién coeficientes de R - -0.98 vy R = -0.94, respec

tivamente, para F. oxysporum vy P. solani (Fig.6 ).

DISCUSION

Los medios agar-jugo V—8—oxgall—PCNB, agar-peptona-

-PCNB ¥ Komada resultaron fitiles para el aislamiento v cuanti-

ficacidn de propagulos viables de F. oxysporum v F. sclani de

suelos cultivados del Valle del Guadalquivir (Cuadro 3, 4, 3,

6). El medio agar-Czapeck-Dox-verde malagquita-captan resultd

ineficaz y fue desestimado tras los primeros experimentos.

Este medio fue utilizado por SINGH y CHAUBE (1970) para esti--

mar el contenido de propagulos hifales de Fusarium spp. en -
suelos infestados artificialmente. La razén del fracaso de -

dicho medio en nuestros experimentos no fue investigada poste-

riormente.

Aunque los tres medios anteriormente citados como -

Gtiles resultaron similarmente eficaces para la determinacién

de la densidad de propigulos viables de F. oxysporum (Cuadro

4, 6}, el medio de Komada fue consistentemente menos eficaz
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que el agar-jugo V-8-oxgal-PCNB v el agar-peptona-PCNB para es

timar la densidad de propagulos viables de F. solani (Cuadro

5, 6). Nucstros resultados estin en desacuerdo con log de
KOMADA (1977), que concluyd que el medio por él desarrcllado
es ligeramente superior que cl agar-peptona-PCNB para la cuan-

tificacidn de F. oxysporum ¥ I'. solani en suelos naturales in-

Testados artificialmente.

La densidad de propégulos viables de F. oxysporum vy
F. solani estimada en suelos cultivados con historia del Com-

plejo MPR {(Cuadro 3) estd dentro del intervalo encontrado por

otros autores para cnfermedades del mismo tipo (Cuadro 1), v
se corresponde con la severidad de los ataques de dicho comple

jo citada por TRAPERO CASAS vy JIMENEZ DIAZ (1983). Asimismo,

las densidades de propagulos de ambos hongos encontradas en
suelos que han sostenido repetidos cultivos herbaceos, alGn sin

historia conocida del complejo MPR, estan dentro de Lo estable

cido (Cuadro %4, 5, 6). A este respecto, es interesante sefia-

lar la diferencia en cuanto a los niveles de poblacidn de -

Fusarium spp. encontrados en un suelo no cultivado (encinar -

en Santa Maria de Trassierra) (Cuadro 2) comparados con los

b, 5, 6).

propios suelos intensamente cultivados (Cuadros 2, 3,

La practica de la desecacidén o no desecacidén de las
muestras de suelo, previa al procesado de éstas rara el aisla-

miento y cuantificacidén de su contenido en propagulos viahbhles
de F. oxysporum y F. solani, tuvo una influencia erritica, ca
rente de patrén sistemidtico, cuando se consideraron los distin

tos tipos de suelos analizados (Cuadros 7, 8). En ocasiones,

y fundamentalmente en el caso de I', oxysporum, el procesado -
sin desecacidn previa resultd en una densidad de propagulos

viables ligeramente superior a la obtenida con la desecacidn,
probablemente debido a la deteccidn con la primera de estructu

ras flngicas tales a trozos de hifas que son afectadas letal--
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mente por la desecacidn prolongada.

D

oo
cZCoa-

(i

La influencia errifica de la desecacién o no d
cidn previas resulta probablemente de factores edafolbgicos v

biolbgicos de los suelos muestreados, incluyendo el nivel de -

infestaciédn en ellos de F. oxysporum v F. solani. No obkstan-
te, cuando se considera la densidad media de propdgulos viables

rara los varios suelos muestreados, los valores obtenidos con

o sin desecacién son aceptablemente préximos. En razén de
ello, y dado que la desecacidn bPrevia de las muestraszs de suelo
facilita su manejo v permite una mejor homogeneizacidén, resul-
ta conveniente adoptar dicha practica para realizar su andli--
sis., Ademas, la reduccidn significativa de la densidad de -
propagulos de F. oxysporum vy I's solani que hemos observado -
cuando las muestras se desccan durante 4 dias, aconseja reali-
zar el anflisis tan pronto como las muestras pucdan secr homoge

neizadas adecuadamente, lo cual suele ocurrir tras 24 hr a -

28 ¥ 3 C.

En conclusién, vy dada la similar eficacia de los me-
dios agar-jugo V-8-oxgal-PCNB Yy agar-peptona-PCNB para distin-
guir selectivamente las colonias de F. oXysporum y Ef solani,
asi como para cuantificar la densidad de propigules viables de

ambos en suelos cultivados del Valle del Guadalqguivir, resulta

convenliente la utilizacidn de ambos medios con muestras de sue

los desecadas 24 hr a 28 * 3 ¢ en ambiente aireado, para inves

tigar sistemAtica y cuantitativamente la distribucién de ambos

hongos en suelos cultivados de dicha =zona,



CAPITULC II
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DENSTDAD DE PROPAGULOS Y DISTRIBUCION VERTICAI, DL
FUSARIUM OXYSPORUM SCHLECHT. Y FUSARIUM SOLANI (MART.) APPL. ET
WR. EN SUELOS CULTIVADOS DE ANDALUCIA OCCIDENTAL

INTRODUCCION

El cultivo del garbanzo (Cicer arietinum L.) es secve

ra y extensamente afectado por el complejo de enfermedades Mar-
chitez y Podredumbre de Raiz (MPR), que incluye como principa--
les agentes bhiotipos de Fusarium oxysporum yv F. solani -

(sensu lato) (TRAPERO CASAS v JIMENEZ DIAZ, 1983).

Ambas especies flingicas son tipicas componentes de la
microflora del suelo e infectan garbanzo a través de las partes
subterraneas de la planta. La severidad de los ataques estd -
relacionada pues con la cantidad de propagulos capaces de actuar
como indculo que existen en el perfil del suelo que exploran -

las raices del garbanzo.

La cantidad de propAgulos viables de Fusarium Spp. -
existentes en el suelo ha sido estimada generalmente de forma -
indirecta, enumerando las colonias desarrolladas en medios se--
lectivos a partir de diluciones de un peso conocide de suelo -
(ABAWI y LORBEER, 1971; BOUHOT y ROUXEL, 1971: BURKE et al.,, -
1972; DRYDEN et al.,, 198%; MAROTS et al., 1983; NASH y SNYDER, -
1962; TAMIMI y HADWAN, 1980). En anteriores investigaciones -
(Capitulo I) hemos puesto de manifiesto la validez de los me---
dios agar-peptona-PCNB (NASH y SNYDER, 1962; PAPAVIZAS, 1967) -
y agar-jugo V-8-oxgall-PCNB (BOUHOT y ROUXEL, 1971; PAPAVIZAS,
1967) para aislar E} ozysgorum vy F. solani de suelos cultiva---
dos del Valle del Guadalquivir, asi como para estimar la densi-
dad de propéagulos viables de ambas especies en dichos suelos., -

Ambos medios selectivos han sido utilizados posteriormente para

39
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determinar la densidad de propagulos viables de F. oxysporum vy
F. solani en una amplia gama de suelos cultivados o né de gar-
banzo, representativos del Valle del Guadalquivir, asi como la
stribucidn de ambas especies en el perfil de la capa arable

4
de los mismos. En este Capitulo II presentamos los resulta--

|..In

dos de dichas investigaciones, asi como los de otras desarro--
llades para determinar la variacidén estacional de F. oOXysporum
y F. solani en una parcela con historia de severos ataques de

MPR en el término de Montilla (Cérdoba) (TRAPERO CASAS y JIME-
NEZ DIAZ, 1983).

MATERIALES Y METODOS

En Junio de 19873 se muestrearon 17 campos con histo-
ria de ataques de MPR (TRAPERO CASAS y JIMENEZ, 1983) distri--
buidos en las provincias de Cérdoba, Jaén v Sevilla (Fig. 7 ).
Posteriormente, en el periodo Marzo-Junio de 1984 se muestrea-
ron 57 campos cultivados elegidos al azar v distribuidos en -
las provincias de Cadiz, Cérdoba, Jaén v Sevilla (Fig. 7 }.

En cada campo se anotd el cultivo actual asi como -
los anteriores y se tomaron muestras de suelos en 3-15 puntos
segln un recorrido del mismo en zig-zag (HAU et al, 1982), va-
riando el nfimero en funcidén de la superficie de la parcela. -
En cada punto de muestreo se abrid una calicata de la qie se -
tomaron las muestras con un tubo metAlico hueco previamente es

terilizado (Capitulo I), a 5, 17.5 v 30 cm de profundidad en -
1983 ¥y a 5-17.5 cm en 1984 (Fig. 1 ).

Las muestras de la misma profundidad de cada campo -
se mezclaron en una bolsa de plastico, y se transportaron al -
laboratorio donde se mantuvieron a 3 C en un frigorifico hasta

ser convenientemente procesadas, no mias tarde de 2 semanas des
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pués del muestreo. Una parte alicuota de la muestra total ob
tenida de cada campo se remitid al Laboratorio Regional Agra--
rio de Coérdoba (Carretera de Casillas s/n, Cérdoba) para un -

andlisis edafoldgico completo de las mismas.

Para el an&lisis sobre el contenido de F. oOXysporum

y E. solani, las muestras de suelo se desecaron al aire -
(28X 3 C durante 24 hr), homogeneizaron v tamizaron apropiada-
mente (Capitulo 1}, y se suspendieron en AA al 0.1% en las pro
porciones (mg de suelo seco/ml) de 2.5 v 5, 6.6 v 10, para las

miestras a 5, 17.5 y 30 cm, respectivamente (CapituloI). El

contenido en F, oxysporum y F. solani en cada suspensidén de
suelo se contrastd sobre agar-jugo V-8-oxgall-PCNB y agar-pep

tona-PCNB (Capitulo TI).

La variacidén estacional de las poblaciones de -

F. oxysporum y F.

historia de severos ataques de MPR en el término de Montilla -

solani se han investigado en una parcela con

(Cérdoba). Dicha parcela ha sido cultivada de garbanzo repe-

tidamente v tuvo una incidencia de 100% de plantas muertas en
cultivares susceptibles en 1981 (TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ,

1983). De dicha parcela se tomaron muestras de suelo a

5-17.5 cm en tres puntos de cada una de cinco zonas en que se
divididé la misma, a intervalos de tiempo irregulares en el -
periodo Marzo 1983 - Enero 1985, Las muestras de suelo se -
procesaron para determinar la densidad de propagulos viables -

de F. oxysporum y F. solani, utilizando agar-peptona-PCNB vy

agar-jugo V-8-oxgall-PCNB segtiin el método antes descrito.

Los datos sobre la densidad de propagulos viables ob
tenidos en el transcurso de los varios experimentos se analiza
p ; . 2 £q -
ron estadisticamente segin el contraste N~ o andlisis de va---~

rianza y subsecuente comparacidn de medias.



RESULTADGS

Fusarium oxysporum y F. solani se aislaron de suelo

de los 64 campos muestreados en el Valle del Guadalquivir en -

1983 v 1984, La densidad de propigulos viables de ambas espe
cies oscild entre 167 y 6467 propagulos/g de suelo seco, si -
bien el 84% de los campos muestreados contenia entre 500-2500

propagulos/ g v el 16% restante tenia densidades superiores o

inferiores a aquellas (Fig, 8 ),

Las caracteristicas edafolébgicas de 47 de los 64 cam

pos muestreados se presenta en el Cuadro 10,

La posible asociacidén de la densidad de poblacidén de

E. oxysporum v F. solani con algunas caracteristicas de los

campos muestreados se recoge en los Cuadros 11, 1=z, La densi

dad de propégulos viables de F. oxysporum fué mlxima en los
suelos arcillosos que habian side cultivados de garbanzo al me

anos. Dicha densidad fue signi-

nos una vez en los 3 Altimos

ficativamente mayor que la obtenida de suelos franco-arcillosos
cultivados de garbanzo, o de suelos arcillosos ocupados por -
otros cultivos (Cuadro 11). Contrariamente, la densidad de -
poblacidén de F. solani no varid significativamente con la tex-
tura de suelo en suelos cultivados o no de garbanzo, v solo en
suelos franco-arcillososo fTue significativamente mayor en sue-

los con historia de garbanzo que en los usados con otros culti

vos (Cuadro 12),

La distribucidén vertical de F. oxysporum y F. solani
en el perfil del suelo se estudid en 17 campos con historia de
ataque de MPR (Cuadro 13, 14), La densidad de propagulos via

bles de ambag especies fingicas varid con los campos vy disminu

vo6 en general con la profundidad de suelo muestreado, siendo

para ambas especies mas elevada a 5 cm que a 30 cm {(Cuadro 13,
14; Fig, 9 ),

&3
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La variacién estacional de la densidad de propagulos

viables de F. oxysporum y F. solani a lo largo de 22 meses, en
po con historia de atagues scvercs de MPR en Meontilla, -
se presenta en la Fig. 10. En los afios durante los cuales se
realizd el muestreo la densidad de poblacidén de las dos espe-=-

cies fue méxima en los momentos prdéximos a la recoleccidn del

cultivo, a partir de los cuales disminuyd progresivamente. -
Mientras que la poblacidén de F. oxysporum disminuyé continuada
mente haszta el mes de Abril, la de solani lo hizo solo durante

los meses de verano y principios de otono.

DISCUSION

Nuestros resultados (Fig, 8, Cuadro 13, 14) indican

que F. oxysporum y F. solani estédn ampliamente distribuidos en
los suelos cultivados del Valle del Guadalquivir, con densida-

des medias de propAgulos viables comprendidos en el intervalo
seflalado por diversos autores en otros paises para sistemas -
huesped-parasitos similares a los estudiados por mnosotros

(BURKE et al., 1972:; DRYDEN y VAN ALFEN, 1984; NASH y SNYDER,

1962; ROUXEL v BOUHOT, 1971; TAMIMI y HADWAN, 1980).

I.La densidad de poblacidén de F. oxysporum y F. solani
fue mas alta en suelos gue habian sido cultivados de garbanzo
que en los utilizados con otros cultivos, predominando la pri-
mera especie en suelos arcillosos y la segunda tanto en éstos
como en los franco-arcillosos (Cuadro 11, 12). Ademas, en -
suelos cultivados de garbanzo y con historia de ataques de MPR

las poblaciones de ambas especies, aln siendo elevadas en el -

perfil 5-30 cm, son mAs numerosas en la capa méas superficial -

del suelo y disminuyen con la profundidad. La disponibilidad

de tan altas densidades de propAgulos viables en el perfil del
suelo, que obligadamente han de explorar las raices del garban

70 en su crecimiento, deben favorecer la penetracién de la
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plantula durante las primeras fases de extensidn radicular y -

emergencia del suelo. Otras investigaciones en nuestro Depar

tamento (BASALLOTE UREBA v JTIMENEZ DIAZ, 1984) sugieren que la
invasién de la planta de garbanzo por F. oxysporum . sp. ciceri
tiene lugar preferentemente por el nude cotiledomario hipogeo.
la necrosis en dicha zona caracteristica de infeccio

solani (TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ, 1683; CABRERA

Asimismo,

nes por F,.
DE LA COLINA y JIMENEZ DTAZ, datos no publicados) también su--
giere que puede ser zona de penetracidn preferente por el cita

do patdgeno, Ambos casos no excluyen la posibilidad de pene-

traciones a través del joven &pice radicular, lo gue en defini

tiva resalta la importancia de las elevadas densidades de pro-

pagulos de F. oxysporum v F. szolani encontradas en la zona mas

superficial del perfil del suelo.

La asociacidén de elevadas densidades de propagulos -

viables de F. oxysporum v I, solani con el cultivo previo de -

garbanzo en la parcela (Cuadro 11, 12, 13, 14), v el manteni--

miento de dichas densidades, aln con ligeras fluctuaciones en-

tre cultivos sucesivos (Fig. 10}, sefialan la importancia de -

considerar la utilizacidén de cultivos no susceptibles . Como -

medio de lucha contra 1 Complejo MPR. A tal efecto es nece-

sario obtener informacidn precisa sobre la tasa de mortalidad

de propégulos de ambos hongos fitopatdgenos en el suelo en

ausencia de sus huéspedes, asi como de los factores gue la de-

terminan. La informacién de dicha naturaleza debe ir acompa-

fiada de aquella qgue establezca umbrales de densidad de indbculo
que resulten en una cantidad de enfermedad tolerable por su im

pacto econdomico. A este respecto es importante senalar que -

nuestros resultados sobre densidad de propagulos viables no

son suficientes para inferir la capacidad de éstos de actuar -

como indculo, y son necesarias posteriores investigaciones pa-

ra determinar si todos ellos, o solo una fraccidén de los mis--

mos, son patogénicos,.
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PATOGENICIDAD DE AISLAMIENTOS DE
FUSARIUM OXYSPORUM SCHLECHT. Y F. SOLANY {MART. ) APPL. ET WR.
OBTENTDOS DIE SUFRLOS DEL VALLE DEL GUADALQUIVIR

INTRODUCCION

Fn anteriores investigaciones (Capitulo II) hemos

puesto de manifiesto que Fusarjum oxysporum y F. solani (sensu

lﬂiﬂ) estan ampliamente distribuidos en suelos cultivados del Va
lle del Guadalqguivir, ¢on densidades de poblacibn de propagulos
viables comprendidas en el intervalo encontrado por otros auto--
res para sistemas huésped-parasitos similares a los investigados
por nosotros (BURKE et al., 1972; DRYDEN y VAN ALFEN, 1984 NASH
vy SNYDER, 1962; ROUXEL v BOUHOT, 1971; TAMIMI y HADWAN, 1980).
Dicha densidad de poblacidén fue ademas méas alta en suelos que ha

bian sido cultivados anteriormente de garbanzo (Cicer arietinum L.},

que en suelos similares cultivados de otras especies vegetales.

F. oxysporum y F. solani (sensu lato) son los principa

les agentes de enfermedades incluidas en el complejo Marchitez vy
Podredumbre de Raiz (MPR), que afecta al garbanzo extensa y seve
ramente en el Valle del Guadalquivir (TRAPERO CASAS y JIMENEZ -
DIAZ, 1983). Biotipos de F. oxysporum f. sp. ciceri, que fTorman
colonia de color salmdén en agar patata-dextrosa (PDA} bajo luz -

proéxima a la ultravioleta (NUV), inducen Marchitez o Amarillez -

Vasculares en ausencia de necrosis radiculares {(TRAPERO CASAS y

JIMENEZ DTAZ, 1983). Otros biotipos de F. oxysporum de especia
lizacién patogénica no contrastada, pero gque forman colonias ro-
jizas en PDA bajo luz NUV, inducen Amarillez No Vascular y necro

sis cortical de raiz y cuello de la planta (TRAPERO CASAS y

JTMENEZ DIAZ, 1983).



'F

Los aislamientos de E. solani (sensu lato)obtenidos de

garbanzos afectados de MPR inducen Podredumbre Negra de Raiz y -

resulta dificil de dis--

{ TRAPERO CASAS v

Cuello, ¥ una Amarillez No Vascular gue
tinguir de la anterior en condiciones de campo
JIMENEZ DTIAZ, 1983}, Un aislamiento de F. solani caracteristico
por poseer macroconidias mAs largas v delgadas que los normales

de la especie, asi como por formar microesclerocios y fidlidas -

de microconidias de gran longitud, v més tarde identificados co-

mo F. eumartii Carpenter, fué significativamente méas virulenta -

que los tipicos de F. solani en inoculaciones artificiales (TRA-

PERO CASAS y JIMENEZ DTIAZ, 1983).

solani son tipicos componentes de la

F. oxysporum y F.
microfliora del suelo, cuyas poblaciones pueden incluir tanto ais

lamientos patogénicos como no-patogénicos. Por lo tanto, la in

formacidén sobre la densidad de propégulos viables de ambas espe-

cies existentes en suelos cultivados, obtenida por procedimiento
in vitro no es suficiente para inferir su capacidad como indculo

y por lo tanto para estimar el potencial de enflermedad en los

mismos,

Fn este Capiltulo III presentamos los resultados de in-
vestigaciones realizadas para determinar la capacidad patogénica

sobre garbanzo, de aislamiento de F. oxysporum y F. solani obte-

nidos de muestras de suelos cultivados del Valle del Gudalguivir.



MATERIALES Y METODOS

La pateogenicidad de 155 aiszlamientos de F. oxysp

U]

135 de E, solani {(sensu lato) obtenidos de la forma descrita en

el Capitulo T (P&g.l17) (Fig.ll)}, de suelos muestreados durante -
7)

1983 v 1984 en diferentes zonas (Fig. del Valle del Guadalqui
vir, se investigd en tres series de experimentos que difirieron
en los materiales y métodos utilizados, Las variaciones experi
mentales en dichos experimentos, respecto a la metodologia gene-

ral que se describe a continuacidn, serén sehaladas en los epi--

grafes correspondientes.

Los experimentos se efectuaron en una camara de creci-
miento de plantas Koxka (Ibérica del Frio, S.A., Poligono de Can
dabeu s/n, Apartado 378, Pamplona) y en un invernadero de cris--
tal, climatizado, del Departamento de Patologia Vegetal, ETSTA,

Universidad de Cordoba. En la céamara Koxka las plantas crecie-

ron a 267 2 C durante el dia y a 20X 2 C durante la noche con

una iluminacidén de 13.000 lux 14 h/dia proporcionada por tubos -
fIuorescentes suplementados con limparas incandescentes.

En todos los experimentos se utilizaron semillas de -
garbanzo desinfestadas superficialmente durante 2 min en una so-
lucidn acuosa al 50% de lejia blanca comercial que contenia -

50 g/IL. de c¢loro activo. Tras ser desecadas al aires las semi--

llas desinfestadas se dispusieron para germinar en oscuridad en

p + A . .
cAmaras hiimedas a 287 3 C en condiciones asépticas.

En los diferentes experimentos se utilizaron los culti
vares PV-24 y PV-25 de semilla blanca, grande {(peso medio 0.56g)
vy rugosa, ampliamente utilizados en la Campiiia del Guadalquivir;
el cv. P=-2245 procedente del "International Crops Research -
Institute for the Semi-Arid Tropics" (ICRISAT), de semilla peque

na (peso medio 0.2 g o menos), color crema palido y poco rugosa.

57
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En los experimentos que incluyeron aislamientos de

F. oxysporum se utilizaron como referencias el aislamiento
FO-8012 causante de Marchiter Vascular y el FO-7952 causante de
Amarillez Vascular. Similarmente, en los experimentos que inclu
yeron F. solani se utilizé como referencia el aislamiento -
FS-8013 causante de Podredumbre Negra de Cuello y Rafiz. Los -
aislamientos F0-8012 yv FS-8013 fueron aislados en 1980 de plan--
tas de garbanzo afectadas del Complejo sintomatoldgico Amarillez
y Marchitez Severas (AM) en Bujalance (Cdérdobal: v el aislamien-
to FO0-7952 fué aislado en 1979 de plantas afectadas del Complejo
AM en Marchena (Sevilla). La patogenicidad de dichos aislamien

tos ha sido contrastada experimentalmente (TRAPERO CASAS v JIME-

NEZ DTAZ, 1983).

El cultivo e inoculacidn de las plantas con los varios

aislamientos se realizd por uno de los tres métodos que se des--

criben.,

En un primer método (I), las plantas del cultivar -

PV-24 crecieron en macetas de arcilla de 13 cm de didmetro v

0.7 L de volamen (3 plantas/maceta), conteniendo 0.6 L de una
mezcla (TAL) compuesta de turba, arena y limo (1:1:1, en volGmen),
suplementada con 400 g de Superfosfato de cal 18%, 40 g de Nitra
to potésico, 40 g de Sulfato pothsico, 20 g de Carbonato calcico

v 10 g de Sulfato magnésico por 100 L de mezcla. Ambos, mezcla

2
TAL y macetas se esterilizaron a 1.25 Kp/cm“ durante 3 hr. A -
partir de los 10 dias de la siembra y con intervalo de 1 semana,
las plantas de cada maceta recibieron 100 ml de una solucidn nu-

tritiva (HOAGLAND y ARNON, 1950).

El inbéculo consistid en una dilucién al 4% en agua es-
téril, de conidias y micelio obtenidos de un cultivo en caldo de
patata-dextrosa (CPD}, donde habian crecido los distintos aisla-
mientos de F. oxysporum y F. solani en agitacidn continua a -

150 rpm v temperatura amhiente en el laboratorio (20 - 27 C) du-



(TRAPERG CABAS v JIMENEZ D1AZ, 1983). Las con--

oo
(89~

F

rante 10 4

centraciones de conidias en 1a dilucidn varid con los diferentes

alislamientos y experimentos (2-5.6 . 106 conidias/ml).

En un segundo método (IT), plantas del cultivar PV-2245

oy
de 10 dias de crecimiento en arena estéril (1.25 Kp/em™ durante

3 hr) se trasplantaron, sin herir las raices, a vasos de plastico

de 70 mm de di&metro conteniendo 200 ml de agua desionizada.

Se dispusieron 4 plantas/vaso que se mantuvieron separadas y
erectas mediante tiras de papel adhesivo cruzadas sobre el bhorde

del wvaso. La inoculacidn se realizd adicionando al agua desioni

zada en cada vaso 5 ml de una suspensidén de conidias obtenida de

un cultivo en CPD, que habia crecido en agitacidn continua a 150

106

rpm y temperatura ambiente de laboratorio (20-27 C) durante 10
dias, La concentracién de conidias fluctud entre 5.5-11.,5 .

conidias/ml con los diferentes aislamientos y experimentos., -
Tras la inoculacién, los vasos con plantas se colocaron en agita
cidén continua a 100-120 rpm v 24 + 8 C en un invernadero de cris
tal climatizado. En el transcurso del experimento se repuso el

agua consumida en cada vaso cada 3 dias (TRAPERO CASAS y JIMENEZ

DTAZ, 1983).

En un tercer método (ITIT} las plantas del cultivar -
PV-25 en la cémara Koxka, crecieron en vasos de pléastico de -
70 mm de didmetro (3 plantas/vaso), que contenian 0.2 L de vermi
culita esterilizada (1.25 Kp/cm2 durante 3 hr) abonada con 60 ml
de solucidén nutritiva (HOAGLAND y ARNON, 1950). Las pléantulas
se inocularon 1 semana después de la siembra, depositanto alrede
dor de la base del tallo tres discos de PDA de 4 mm de diadmetro

con micelio del hongo y cubriendo posteriormente los mismos con

verniculita estéril humedecida (VAN ETTEN, 1974),

Las reacciones de las plantas a la inoculacién se eva

luaron cada 10 dias a partir del décimo dia posterior a la ino-
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Experimentos 1 v 2 {(Cultivo de las plantas en suelo)

Estos experimentos se llevaron a cabo en una camara -
Koxka de crecimiento de plantas vy en invernadero, respectivamen

te, ¥y tuvieron por objeto determinar la patogenicidad de 15 ais

lamientos de F. oexysporum en el primero vy de 25 aislamientos

F. oxysporum mas 15 aislamientos de F. solani (sensu lato) en -
el segundo, Dichos aislamientos se obtuvieron al azar en nii-
mero de 1 por campo, de las colonias desarrolladas sobre los me
dios de cultivo agar-jugo V-8-oxgall-PCNB o agar-peptona-PCNB -
en placas petri durante el procesado de las muestras de suelos
(Capitulo II) procedentes de 41 campos del Valle del Guadalqui-
Vir con o sin historia de severos ataques de MPR.

Las plantas crecieron durante 2 meses (Noviembre-Di
ciembre de 19873 en la cimara EKoxka v Abril-Mayo de 198% en el -

invernadero) en macetas de arcilla que contenian la mezcla TAL

infestada artificialmente (método TI). La mezcla TAL en cada -

maceta se infestd adicionando sobre su superficie, y justo tras
efectuar la siembra, 100 ml de una suspensidén de conidias y mi-

celio en agua estéril,. Para cada aislamiento filingico se inocu

laron 9 plantas en tres repeticiones (macetas, 3 plantas/maceta),

que se distribuyeron en bloques completamente al azar. Nueve
plantas en tres macetas igualmente tratadas excepto por la ausen

cia de indeculo en el sustrato sirvieron como testigo.

Experimentos 3,4,5 v 6 (Cultivo de las plantas en medio liquido)

Estos experimentos tuvieron por objeto determinar la -

patogenicidad de 115 aislamientos de F. oxysporum procedentes de
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muestras de suelo de cuatro campos (Bujalance, Cortijo de los
Montecitos, Montilla y Santaella) con historia de severos ata---
ques de MPR (TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ, 1983). Dichos aisla
mientos fueron elegidos al azar en nUmero de 30 por campo (exceg
to en el campo de Montecitos del que se aislaron 25), de las co-
lonias desarrolladas sobre el medio agar-jugo-V-8-oxgall-PCNB en
placas petri durante el procesado de las muestras de sueloc para

la determinaciédn de la densidad de propagulos viables de

k. oxysporum en ellos.

La inoculacidén se realizd adicionando 5 ml de una sus-
pensidén de micelio v conidias a vasos con 200 ml de agua desioni

zada en los que se encontraban las pléntulas (método I1II).

Cada aislamiento de I, oxysporum se contrastd sobre 12
plantas en tres vasos (4 plantas/vaso) que fTueron distribuidos -
completamente al azar sobre la plataforma giratoria. Asimismo,

12 plantas depositadas en tres vasos en ausencia de indéculos sir

vieron como testigo.

Las plantas crecieron durante 20 dias en los vasos, -

expuestas al inbéculo, transcurridos los cuales se retiraron de -

los mismos para realizar en cada una de ellas observaciones sin-

tomatolégicas y evaluaciédn de severidad de la reaccidmn. Los ex

perimentos referidos se desarrollaron durante los meses de Diciem

bre de 1984 y Enero-Febrero de 1985.

Experimentos 7, 8 9 v 10 (Cultivo en vermiculita)

Estos experimentos tuvieron por objeto determinar la

patogenicidad de 120 aislamientos de F. solani (sensu lato) pro-
Si

cedentes de los mismos cuatro campos anteriormente citados.

milarmente, dichos aislamientos fueron elegidos al azar en nime-
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16 de 30 por campo, de las colonias desarrolladas sobre el medio
agar-jugo V-8-oxgall-PCNB en placas petri durante el procesado -
de las muestras de suelo para determinar la densidad de propégu-

los viables de F. solani {(sen=zu lato) en ellos.

Para cada aislamiento se inocularon 8 pléntulas en -
tres vasos, e igual ndmero de ellas similarmente tratadas excep-
to por la ausencia de indculo sirvieron como testigo. Loz va--
so8 con las plantulas constituyeron repeticiones experimentales

y se distribuyeron completamente al azar en una camara Koxka de

crecimiento de plantas,

Las plantas se inocularon depositando discos de PDA -
con micelio alrededor de la base del tallo (método TTIT) v las -
reacciones se evaluaron sobre la sintomatologia vy severidad 20
dias después de la inoculacibdn. Estos experimentos se desarroc-

llaron paralelamente a los experimentos 3, 4, 5 v 6.



RESULTADOS

Patogenicidad de Fusarium OXYyEporum

a) Cultive en suelo

Los 40 aislamientos de suelo de F. oXysporum, cuya pa
togenicidad sobre el cultivar de garbanzo PV-24 fue investigada
por este método de inoculacidn en los Experimentos 1, 2 {Pag.

61 ), indujeron una sintomatologia en la parte abrea de la -

planta similar a la descrita por TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ -
(1983), tras inoculaciones con aislamientos de F, oxysporum ob-

tenidos de plantas infectadas en campos de garbanzo del Valle -
del Guadalquivir. En nuestros experimentos, ningGn sintoma -

afectdé a las plantas no inoculadas que sirvieron como testigo,

Dichos sintomas consistieron en clorosis seguida de

amarillez, necrosis y caida de foliolos, que se inicid en las -

hojas inferiores y progresé acropetamente en la planta. El

examen de la seccidn longitudinal del tallo de las plantas ino-

culadas con los aislamientos de suelo, o con los aislamientos -

de referencia FO0-8012 (Marchitegz Vascular) y F0-7952 (Amarillez

Vascular)}, permitid una primera identificaciédn de los aislamien

tos como causante de infeccidn vascular o no vascular. Dosg -
(5%) de los %40 aislamientos, causantes de infeccidn vascular, -
indujeron una coloracién castafic oscura a lo largo de la médula
Y xilema de las plantas inocculadas, mientras gque los 38 aisla--
mientos restantes no indujeron esta coloracidén, quedando la -
infeccidn aparentemente restringida a la zona del cuello v raisz,

donde se observaron lesiones necrdticas corticales de color cas

tano oscuro,

Los primeros sintomas aéreos se observaron a los 20

dias después de la inoculacidn en el Experimento 1 (Cuadro 18),



‘opesaiseonw odwed un op spoosoad OPEZITIIN ojuaTweTsI® epe) *sequetd § us epenyeas angy ojuaTmw
-u{*TE® BpED © uUQTlOwal e f(eraonuw eyuerd = g ‘sewojuts ou = T) ¢ = T eTeosa weun unidas .epenyteay 5

-d
"OIUSTWETS TR eprd op OTT321W & SBIPTIUOD ap uoTsusdsns eun op Tw 00T @p uUQIoTpe
- .20 epR}sSSIUL Ofans Op RIOZow ®BUN U3 ‘seladBWw Us Uoreaquss as sepeuTitisg A SBPEISSJUTSIp seT{Iwag

X
P

OTT®nd K 2zTwvea us
99 °0 T T 960 T 6°1 LT S9TEDTIJI00 SedT30a20u SOUOTSST

A Jernosea ou ZOTTTaIvwy
[on]

o) 60+ m.¢ K60 + Qg T deTnose) zs [T Taewy
Ll L — .
SUT . SRIpP O3
- PP oS -0 SOjUOTWRTS e
s 8P oJdawny BIZoT0o)ewoquTg
cUoTdRINOOUT ! 4
el opsop odwetg £ {(*1*p Hq BIpaUW pepIasasag
am——
J m——

(T Oluswraedxy) ztey ep SJlquupsdapog & zejTyoaepy 2p sanbeje
500 423 9P BTI0LSTY uod ATatnbrepeny fep 21TeA Top sodweo (T ap soToeus 9D SOpTU1qo umJIodsAXo WNIIesny
- AP SOJUBTWETSTE UOD UQTDBTINOOUT BT v 1,Z-Ad 0ZurqQ.dir® ap .JAeATITND 9P uoTasevay 9T oyavad




*opesalsanw odwes un op

opavsouad opeziTTyn OluUsTWRTS TR epe) ‘sejuetd 6 us epenyteas oany o1
—u s HUBTS TR 2ped v ugroowor eq “(eraenu equeyd = ¢ ‘sewolurs ou = I) ¢ - T eTeds3 eun unses epenteaq c
‘OjuLTWRISTE epes op OFT92TW £ SBIPTUOD wp uorsuadsns eun op Tuw 00T 9P ugToTpe
+cd epejseyur oTons 9P BTdZow wvun us ‘sviooem us HOJTe1quos o5 sepeuTwdssd & SBPRISOJUTSOD SeT[twag <
Al ks - .Il
oTTans
— — A zTex uos sateoTy
(. +- qar. - + - ’ .
GZT0 9°¢ 2870 41 €1 =02 sSTSoavou £ aey
TNOSBA Ou ZaTTTJewy
orTana
‘0T 63 6¢ - KX Z1ed op eaFeu
, . ‘0 T - .
0L 0 + i 0 )T < srqumpoapod £ geT (©1B] TisUes)
R )
TUISBA OU ZaTTTaeuy TUBTOS -
>
7
OTToND A Ztea us
o e = . SOTEOTIL00 SBITI0.09
SLTO + Grg TS0 + 2°1 LE L * __ P 1o
~TO9U SouoTsaT A aey
TUOSBA OU ZaTTTr.Jaewy
ahCC ¥ Qg 290 4 €1 T LeTnosea zoTyraeuy untodsixo -7
SeTP O seT ¢
- 0 'R0 SOjUsaTWR TS TR
- —
2P oJdswny >T3oTolvwoqu dds Ies
JU9TounoouT t HON visotron Huts = unTaesng
“L @psep odwsry £ (+q-p +) BTpsuw pPeEpTIafAag
x{8 ojuowr.aadxy) 4T 9p aaqumpadapog £ <93Tydaen ap sonbeje sodgsass 8 BIIOISTY Uurs o uoos
diaavbiepeny rep °TIeA Top sodwes gz ap SoTens op w q A

9P S0jUusTweTsTe uoo ugisernooutr ey

OpTu3qqo (o3uT
v

NsSUas) TueTOS

‘A A umaodsAxo WNTIesny
S-Ad ozuwquaed ap JIBATIIND

Ieb UeTddwoy 61 ouavoy



gque se realizd en una chmara de crecimientc Koxka, v a los 30

o)

dias de aquella en el Experimento 2 (Cuadro ealizado en in

1 r
vernadero, Los valores medios de la severidad de la reaccidn
c

i

€N ambos expelrimentos se muestran en los Cuadros 18 y 19,

Todos los aislamientos de F. oxysporum investigados

resultaron patogénicos para el cultivar PV-24, =i bhien difirie-

ron entre si en virulencia. La severidad de la reaccidn fue -

ligeramente superior en el ambiente controlado de la cémara -

Koxka (Experimento 1, Cuadro 18}, que en el ambiente fluctuante

de invernadero (Experimento 2 Cuadro 19). Asimismo, los dos -

aislamientos de F, oxXysporum causantes de Amarillez Vascular
Jeron Amari--

fueron ligeramente mis virulentos que los gue indu

llez No Vascular (Cuadro 18, 19), ¥ de virulencia similar al -

aislamiento de referencia FO-79502 que causd una reaccidn de se-

veridad media 3.5 (no mostrada en los Cuadro 18 vy 19),

F. oxysporum fue reaislado de trozos de raiz, cuello

}r

cidn castafio oscuro de xilema y médula,

tallo de plantas afectadas de Amarillez Vascular con colora-
lo que confirmd la na-
turaleza vascular de la infeccidn por los aislamientos que in-

ducen dicha sintomatologia. Por el contrario, los reaisla---

mientos efectuados de plantas inoculadas con aislamientos cau-

santes de Amarillez No Vascular solo resultaron positivos los

reaislamientos realizados de raiz Y cuello, que corresponde a

la infeccidn restringida, no sistémica, que causan dichos aisla

mientos.

b) Cultivo en agua

Con este método se investigd en los Experimentos 3-6,

la patogenicidad sobre el cultivar P-2245 de garbanzo, de 115

aislamientos de F. oxysporum (Cuadro 20,21,22,23), obtenidos de



as de suelo de cuatro campos con hisloria de severos ata-

ques de MPR (TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ, 1983).

| o

Todos los aislamientos investigados resultaron patog
nicos e indujeron en la parte aérea de la planta una Amarillez

como la descrita para las inoculaciones por cultivo en suelo in
festado (Pag.67 ). Ningin sintoma se desarrolld en las plan--

tas gque sirvieron como testigo.

Los primeros sintomas foliares comenzaron a manifes--
tarse a los 10 dias después de la inoculacidén v aumentaron en -
severidad progresivamente hasta el momento en que se realizd la
evaluacidn final de la reaccién, a los 20 dias después de la -
inoculacidn. Para elle se retiraron las plantas del cultivo -
ligquido y se observaron vy evaluaron los sintomas en las partes
atéreay subterrinea, Los sintomas en la parte subterrinea de
la planta consistieron en necrosis de extensidn variable v co--
lor castailo oscuro que afectd a raices y cuello, similar a la -

descrita por TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ (1983) para inocula--
ciones en cultivo liquido de I'. oxysporum.

Tras la observacidn de secciones longitudinales del -

tallo de plantas inoculadas, ocho (7%) de los 115 aislamientos

fueron clasificados como causantes de Amariller Vascular v ori-
ginaron una coloracidn castafio oscura a lo largo de la médula vy
xilema similar a la causada por el aislamiento de referencia

FO-7972, Por el contrario, los 107 aislamientos restantes no
originaron dicha coloracidn vascular y fueron clasiticados como

causantes de Amarillez No Vascular.

La severidad de las reacciones en la parte aérea v -
subterranea de las plantas inoculadas se presenta en los Cuadros
20,21,22 v 23. S6lo en tres de los cuatro experimentos reali-

zados se detectaron aislamientos de F. oxXysporum causante de -
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2). Dichos ailsiamientos -

[
R}

Amarillez Vascular {Cuadro 20,21,
constituyeron ademés una baja proporcidén de la poblacidn de

P, oxyvsporum muestreada, ya que en ningin caso superaron el -

10% de los aislamientos investigados en cada campo, a pesar de

que éstos tienen historia de severos ataques de MPR (TRAPERO CA
SAS v JIMENEZ DTAZ, 1983). Los aislamientos causantes de Ama-
rillez Vascular originaron sintomas en la parte aérea mas seve-
ros (severidad media = 3.1 - 3.5, Cuadro 20, 21, 22) que los de

bidos a los aislamientos causantes de Amarillez No Vascular (sg

veridad media = 1.8 - 2.5, Cuadro 20, 21, 22, 23). Los sinto--

mas inducidos por el aislamiento de referencia F0-7952, causan-

te de Amarillez Vascular, fueron similares a los inducidos por

los aislamientos del mismo tipo obtenidos de suelo, y tuvieron

una severidad media de 3.0 - 3.9. Por el contrario, y en gene

ral, los aislamientos causantes de Amarillez No Vascular origi-

en la parte subterrfnea de la planta més severa

causantes de Amarillez -

naron necrosis
que las inducidas por los aislamientos
Vascular (Cuadro 20,21}, Asimismo, la reaccidn inducidas por
los aislamientos causantes de Amarillez No Vascular en la parte
subterranea fué mis severa en la escala 1 - 5 que la que origi-

naron en la parte aérea (Cuadro 20,21,22 v 23).

Patogenicidad de Fusarium solani (sensu lato)

a) Cultive en suelo

En el Experimento 2 se investigd con este método de -

inoculacibén la patogenicidad sobre el cultivar PV-24 de 15 ais-

lamientos de E. solani (sensu lato) obtenidosz de suelo de otros

tantos campos con historia de severos ataques del complejo MPR

(TRAPERO CASAS v JIMENEZ DIAZ, 1983).
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dos grupos de ellos, uno constituido por dos (13%) aislamientos

xr —_

identificados como F. eumartii por =su morfologia conidial ¥

otro constituido por los 13 (87%) aislamientos restantes, carac

teristicas morfolégicamente de F. solani {sensu stricto).

Los aislamientos de F. eumartii causaron flacidez se-
guida de amarillez ¥ necrosis de las hojas en tallos qgue perma-

necian verdes, y podredumbre negra severa de rafz y cuello;

mientras que los aislamientos de F. solani (sensu stricto) cau-
saron amarillez progresiva de los foliolos seguida de necrosis
y caida de los mismos, en ausencia de flacidez, v necrosis cor-

ticales vy negras en cuello y raiz pero no podredumbre severa,

El progreso de la severidad de la reaccidn en las -
plantas inoculadas en el tiempo fué también distintivo para los

aislamientos de F. eumartii v F. solani (sensu stricto). Los

aislamientos de F., eumartii causaron la muerte de la mayoria de

las plantas inoculadas a los 30 dias después de la inoculacién,

al igual que el aislamiento FS-8013 utilizadso como TFefoeréncia e
identificado también como F. eumartii (Cuadro 19); mientras que

los aislamientos de F, solani (sensu stricto) no causaron muer-

te de planta ni atn 60 dias después de la inoculacidén (Cuadro -

19). Tanto los aislamientos de F. eumartii como los de

F. solani causaron infecciones restringidas a las =zonas de raiz

y cuello necrosadas, va gque solo se obtuvieron de dichas partes

de las plantas inoculadas en los reaislamientos efectuados tras

la evaluacidén de los sintomas. Las plantas que sirvieron como

testigo resultaron asintomiticas y dieron resultados negativos

en los reaislamientos.



b) Cultive en vermiculita

En los Experimentos 7 a 10 se investigd con este méto
do de inoculacidén la patogenicidad sobre el cultivar PV-25 de -

120 aislamientos de E. solani (sensu lato) obitenidos de cuatro

campos con historia de severos ataques de MPR (TRAPERO CASAS vy
JIMENEZ DTAZ, 1983). De dichos campos se obtuvieron asimismo
los 115 aislamientos de F. oxysporum cuya patogenicidad se de--

termind por cultivo liquido en los Experimentos 3 a 6 (Pag. 61},

Al igual que en el Experimento 2 con la inoculacidbn -

por cultivo de las plantas en suelo infestado, los 120 aisla---

mientos de F. solani (sensu lato) investigados constituyeron 2

grupos distinguibles por el tipo y severidad de sintomas causa-
dos en las plantas inoculadas: Un grupo, constituido por los 35
(20%) aislamientos mas virulentos, se caracterizd por inducir -
severa amarillez y necrosis de los foliolos y muerte de la plan
ta (severidad media 3.7 - 4.7 en una escala de 1 - 5 para sintg
mas aéreos, Cuadro 24,235,26,27): asi como por una severa podre-
dumbre de raiz v cuello (severidad media 4.3 - 4.9 en una esca-
la de 1 - 5, Cuadro 24,25,26,27)}. Dicha reaccidén fue similar
a la inducida por el aislamiento FS-8013 utilizado como referen
cia. A diferencia del Experimento 2, solo 10 (31%} de los ais
mientras -

lamientos més virulentos pertenecieron a F, eumarti,

que 25 (69%) pertenecieron a F. solani (sensu stricto) {(Cuadro

24,25,26,27). Los aislamientos més virulentos representaron -

el 20.0 - 46.7% con respecto al total de los aislamientos inves

tigados en cada campo musstreado,

Un segundo grupo estuvo constituido por los 85 (71%)

aislamientos de F. solani (sensu lato) restantes de inferior vi

rulencia gue los pertenecientes al grupo anterior; gue se carac

terizd por inducir cloreosis, amarillez y necrosis en un maximo
de los dos tercios inferiores de las plantas inoculadas (severi
dad media 2.7 - 3.3 en una escala 1 - 5, Cuadro 24,25,26,27), -

asi como una necrosis cortical en raiz vy cuello (severidad me--
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2 - 3.2 en una escala 1 - 5, Cuadro 24,25, ,26,27). En -

2

a

u
’_l

los cuatro campos muestreados las reacciones inducidas en las
partes aérea o subterranea por los aislamientos menos virulen—
tos fueron menos severas que las inducidas por los alslamien--
tos mas virulentos (Cuadro 24,25 26, 27), Todos los aislamien

tos de F. solani (zensu lato) investigados causaron infleccio--

nes restringidas a las zonas de cuello y raiz va que solo de -
ellas resultaron positivos los reaislamientos de plantas inocu
ladas. Las plantas que sirvieron como testigo resultarocn -

asintomaticas v dieron resultados negativos en los reaislamien

tos.



DISCUSION

Fusarium oxysporum ¥y F. solani (sensu lato) existen -

con elevadas frecuencia v densidades de poblacidn en suelos cul

tivados del Valle del Guadalquivir (Capitulo i1}, Los resulti

dog de inoculaciones artificiales con métodos anteriormente con
trastados (TRAPERO CASAS y JIMENEZ DTAZ, 1983), con una muestra
aleatoria de 40 aislamientos de F. oxysporum vy 15 de F. solani

(sensu lato) obtenidos (1 por campo) de campos cultivados con o
indican que los componentes de las pobla--

sin historia de MPR,

ciones de ambas especies pueden ser en su mavoria patogénicos -

para garbanzo (Cuadro 18,19).

El tipo y severidad de las reacciones inducidas por
los varios aislamientos de F. oxysporum y F. solani en las ino-
culaciones, permitié distinguir dos grupos de aiszlamientos para
cada especie. En F. oxysporum los aislamientos mas virulentos
causaron infecciones vasculares y Amarillez foliar, v los menos
virulentos causaron necrosis restringidas en cuello y raices v

Amarillez foliar. Ambos grupos de aislamientos corresponden a

los obtenidos por TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ (1983) de plan--

tas afectadas de MPR, y descritos como causantes de Amarillez -

Vascular y Amarillez no Vascular con necrosis corticales de
raiz y cuello, respectivamente. Dichos autores también descri
bieron un tipo de aislamiento de superior virulencia, causante

de Marchitez Vascular, que no hemos encontradoe entre nuestros -

aislamientos de F. oxysporum.

En F. solani (sensu lato) los aislamientos més viru--

lentos causaron una extensa podredumbre negra de cuelleo v raices
que ocasiond flacidez y amarillez foliar y posterior muerte de

la planta, mientras que los menos virulentos causaron necrosis

de cuello ¥ raices y amarillez foliar pero no muerte de las

plantas. Los aislamientos mAs virulentos (37) constituveron el
27% de los 1735 investigados obtenidos de 19 campos con historia

de MPR; de los cuales 12 (33%) fueron posteriormente identifica
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dos como F, eumartii y 25 (67%) como F. solani (sensu stricto).

TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ (1983) descubrieron asimismo aisla

eumartii entre los de E. solani {(sensu latolobte-

mientos de E.

nidos de plantas afectadas de MPR, v constataron que eran de vi

rulencia similar a los mAszs virulentos de F. solani (sensu stricto).
Las frecuencias con gue se detectaron los aislamien-

tos de F. oxysporum y F. solani més virulentos, de suelos de

campos cultivados con o sin historia de MPR (Cuadro 185,19}, vy
en particular de cuatro campos con historia conocida de ataques
de MPR {TRAPERO CASAS v JIMENEZ DIAZ, 1983) (Cuadro 28), no co-
rresponde a la importancia y severidad de este complejo de en--
fermedades descrita por TRAPERO CASAS y JIMENEZ DIAZ (1983), ni
a la frecuencia con gque dichos autores obtuvieron los aislamien

tos méis virulentos de plantas afectadas de MPR. Asi, solo 2

(5%) de 40 aislamientos de F. oxysporum clegidos al azar de en-
tre los obtenidos de 10 campos muestreados (1 por campo) resul-

taron pertenecer al grupc de Amarillez Vascular, mientras que -

los 38 restantes pertenecieron al grupo menos virulento causan-
te de Amarillez no Vascular y necrosis de cuello v raiz (Cuadro

18,19). Similarmente, sélo 2 (13%) de los 15 aislamientos de

F. solani (sensu lato) obtenidos de suelo de 15 campos con his-

eumartii o F. solani

toria de MPR pertenecieron al grupo de F.

(sensu stricte) mas virulento (Cuadro 19).

Mas importante atn a dicho respecto, es la considera-

cidn de las frecuencias con gque fueron aislados los aislamien--

tos mas virulentos de ambas especies fdngicas, en una muestra

aleatoria de 30 aislamientos de cada especie obtenidos de sue--

lo de campos con historia de atagues severos de MPR (Cuadro 28).
Mientras que en ningtn caso obtuvimos ejemplares representati-
vos de aislamientos excepcionalmente virulentos causantes de -
Marchitez Vascular (TRAPERO CASAS y JTMENEZ DIAZ, 1983), a pe-

sar de que dichos aislamientos se han obtenido de plantas afec



tadas en el campo de Bujalance {(TRAPERO (!
19813), Fn total s6lo 8 (7%) de los 115 aislamientos de

F. oxvsporum estudiados causaron Amarillez Vascular, con fre---

cuencia en los campos individuales que variaron 0-10% (Cuadro -
28); v sblo 35 (29%) de los correspondientes 120 de F. solani
(zsensu lato) investigados causaron extensa podredumbre de cue--

1lo v raices vy muerte de plantas, con frecuencias en los campos

que variaron 20-47% (Cuadro 28).

Tales bajas frecuencias, mas acentuadas proporcional-

mente en I'. oxyvsporum que en I'. solani pueden reflejar el predo

minie de los componentes menos virulentos en las poblaciones de
suelo de F. oxyvsporum y F. solani que infectan garbanzo en el -
Valle del Guadalguivir, pero también la necegidad de aumentar -
el tamafio muestral comn niveles fiables la proporcidn de los mas

virulentos en dichas poblaciones. Eix todo casc nuestro resulta

do sugiere que la determinacidn cuantitativa de las poblaciones
de F. oxysporum y F. solani en suelos cultivados del Valle del
Guadalquivir, no es un método lo suficientemente preciso que -
permita estimar predictivamente el riesgo potencial de MPR en

cultivos de garbanzo, y lleve al agricultor a elegir anticipada

mente entre las alternativas posibles en su gestidn. Posible-

mente tal objetivo requiera una aproximacidén experimental dife-

rente, que conduzca a determinar el citadoe riesgo potencial me-

diante ensayos in viveo con muestras de suelo, sin necesidad de

determinar y cuantificar los componentes flngicos patogénicos -

en el mismo.
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CONCLUSTONES

Fusarium oxysporum v F. solani (sensu lato) pueden ser

aislados v cuantificados especificamente en los suelos del Valle

del Guadalquivir con los medios de cultivo agar-jugo V-8-oxgall-

-PCNB v agar-peptona-PCNB. El medio de Komada es tan eficaz co
mo los anteriores para cuantificar la poblacién de F. oxysporum,
pero resulta inferior a dichos medios de en la cuantificacidn de

F. solani (sensu lato).

La intensidad v duracion de la desecacidn de las mues-
tras de suelo en el proceso de anAlisis para estimar la densidad
de propadgulos viables de F. oxysporum y F. solani (sensu lato),

reducen significativamente los niveles absolutos de propagulos -

de estos hongos en el suelo detectables con los medios selecti--

vos de cultivo.

Los suelos cultivados en el Valle del Guadalquivir po-.

seen poblaciones elevadas de F. oxysporum y F. solani {sensu ta-

to}, predominando la primera especie en suelos arcillosos y la -
segunda tanto en estos como en los franco-arcillosos, con densi-
dades medias de propagulos entre 1067-6467, que estén en el inter

valo de lo descrito por diversos autores en otrosz paises.

Dichas poblaciones fungicas disminuyen con la profundi
dad del sueleo, peroco son muy eclevadas en el perfil explorado por

las raices de garbanzo, donde se mantienen elevadas, con ligeras

fluctuaciones, a lo largo del ano.

Las poblaciones de F. oxysporum y F. solani (sensu lato)

en suelos cultivados del Valle del Guadalquivir contienen compo--

nentes patogénicos sobre garbanzo gue difieren marcadamente cn Vvi
rulencia. Los aislamientos de suelos de ambas especies gue han

sido investigados se pueden clasificar en grupos por el tipo y se
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veridad de las reacciones que inducen sobre este cultive, siendo
los componentes menos virulentos mas frecuentes vy abundantes en
ndmero que los mis virulentos. Los aislamientos mAs virulentos
de F. oxysporum causan infecciones vasculares y amarillez foliar
¥y los menos virulentos inducen necrosis restringidas en cuello y

raices y amarillez foliar, Los aiszslamientos mas virulentos de

F. solani (sensu lato)} inducen podredumbre negra extensa de cue-

llo y raices que ocasiona flacidez v amarillez foliar v posterior
muerte de la planta vy los menos virulentos causan necrosis de -

cuello y raices y amarillez foliar pero no muerte de las plantas.

La frecuencia de los componentes mAs virulentos de

F. oxysporum y F.

pos con historia de severos ataques de MPR nio se corresponde con

la frecuencia con que TRAPERC CASAS y JIMENEZ DIAZ los obtuvie--

solani (sensu lato) de suelo obtenidos de cam-

ron de plantas de garbanzo afectadas de MPR.

Como conclusidén de todo lo expuesto, la estimacién de

las densidades de poblaciones de F. oxysporum vy . solani (sensu

lato) en suelos cultivados en el Valle del Guadalquivir no es un
método adecuado para predecir el riesgo potencial de MPR en cul-

tivos de garbanzo.
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