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PANOL PRODUCIDO POR UNA FORMA ESPECIALIZADA
DE FUSARIUM OXYSPORUM (SCHLECHT) SNY. & HANS.

por

J. J. TUSET

INTRODUCCION

El marchitamiento v secado de las plantas de judia (Phaseolus vul--
garis L.), principalmente cuando son jovenes, se considera el mas serio-
problema fitopatoldgico que presenta la leguminosa en todo el Levante:
en estos dltimos cinco afios, Este problema cultural, que se va agra-
vando cada afio, estd limitando en muchos casos la extensiéon mayor
del cultivo, que ain teniendo la cosecha buenos precios en el campo,
no resulta econdémica para el agricultor por el elevado niimero de marras.
en las plantas y la baja producciéon de legumbres ocasionada por la.
debilidad de las plantaciones.

La principal causa del marchitamiento y secado de las plantas de
judia es la actuacién de varios hongos del suelo como: Pythium sp.
(ViexnoT-BoURrGIN, 1949), Thielaviopsis basicola (BURKHOLDER, 1919),.
Rhssoctonia sp. (PERSOON, 1044), Fusarium sp. (HARTER, 1929; BURKE,
1965 ; MEssiaEx y Cassini, 1968), Macrophomina phaseoli (MESSIAEN
v Laron, 1967), etc, Estos hongos, para producir el marchitamiento,
actian bajo ciertas condiciones ambientales y de «inoculumn, sélos o
asociados con parisitos animales (larvas de dipteros y nematodos (Me--
loidogyne sp., principalmente) asi como de bacterias.

Uno de los hongos mas activos en el marchitamiento y secado de-
la judia son varias especies del género Fusariwm (principalmente F. so-
lani-y F. oxyspcrum), algunas de cuyas razas o formas especiales
poseen, dentro del anormal comportamiento patégeno de estos hongos,.
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una elevada patogenicidad sobre la judia (SNYDER y HANSEN, 1941;
KENDRICK y SNYDER, 1942).

El presente estudio tiene como objeto el identificar perfectamente
al Fusortm aislado a partir de la parte basal del tallo y cuello de la
raiz de plantas de judia muertas y al mismo tiempo comprobar su
patogenicidad. A

MATERTALES Y METODOS

El Fusariusn sp. era aislado de plantas muertas de judia de planta.
<iones del sur de la provincia de Castellén, a partir de la parte basal
del talio y cuello de la raiz, mediante la técnica siguiente:

Porciones de la parte basal del tallo y cuello de la raiz eran super-
ficialmente desinfectadas con hipoclorito sodico al 0,5 por 100 durante
-cinco minutos, alcohol etilico del 96 por 100 durante dos minutos y fla-
meado. Posteriormente y mediante un estilete flameado, se eliminaba
1a parte superficial, y del interior del tallo se tomaron trozos de 2-3 mm.
de diametro correspondientes al floema y xilema, que fueron colocados
-en tubos de ensayo inclinados conteniendo un medio agar-dextrosa-
patata (PDA) e incubados en la luz (laboratorio) y oscuridad (estufa)
a la temperatura de 20-24° C.

Aunque las colonias crecen vigorosamente en este medio y ahogan
rapidamente el desarrollo de las bacterias, se ha utilizado la técnica
del «puenten con el objeto de tener colonias completamente puras
{Mess1aex y CASsiNI, 1968).

Para los estudios morfoldgico y fisiolégico del hongo se han utili-
zado los medios: agar-dextrosa-patata (PDA), agar-avena (OMA),
agar-harina de maiz (CMA), agar-malta (MA), paja de trigo estéril y
trozos de patata. Esterilizados a 120° C durante 15 minutos y tampo-
nados a pH 6-6,3. Los ensayos se han realizado por triplicado y repe-
tido tres veces.

El medio paja de trigo estéril se ha utilizado para observar si el
‘hongo producia las fructificaciones sexuales.

T.as medidas micrométricas se han realizado con micrémetro ocular
contrastado de x 8, acompafiado siempre de un objetivo seco de
x 40. Una separaciéon de micrémetro equivale a 3.84 o.
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Los tests de patogenicidad de las colonias han sido realizados:

a) En frutos de tomate y tubérculos de patata desinfectaos super-
ficialmente con hipoclorito sédico al 0,5 por 100 durante cinco minutos
y alcohol etilico del 96 por 100 durante dos minutos, mediante inocu-
lacién de micelio por incisidén realizada con estilete flameado.

0 En semillas de judia de la variacién Perfeckthion y Garrafal Oro,
¥y de guisantes (Pisum sativum 1.) de las variedades Verde Enana y
Capuchinos, aplicando las siguientes técnicas:

b-1) Las semillas, desinfectadas exteriormente con hipoclorito
s6dico al 0,5 por 100 durante cinco minutos y posteriormente lavadas
con agua destilada estéril son colocadas en cimara hiimeda para que
germinen. Una vez germinadas se colocan directamente humedecidas
sobre un cultivo del hongo en medio PDA, OMA o CMA para que se
adhieran las esporas y se colocan en pequefias macetas conteniendo ver-
miculita previamente esterilizada en autoclave. Las semillas se recubren
con 1,5-2 cm de vermiculita. Las macetas se riegan con una solucién
de Knop normal y se mantienen a 20-25° C en la luz.

b-2) Se colocan las semillas previamente desinfectadas como la téc-
nica anterior a germinar. Cuando se han hinchado por imbibicién del
agua y antes de que germinen, se les practica una pequefia incision en
la cubierta con un estilete flameado y se introduce una gota de agua des-
tilada estéril conteniendo un elevado niimero de conidios del hongo.
'Se contintia como la técnica anterior.

¢) En plantas de judia y guisantes de las variedades indicadas, cre-
cidas en macetas conteniendo vermiculita estéril, se inocula en la parte
basal del tallo mediante incisién con estilete flameado una porcién del
micelio. Se mantiene la herida recubierta con una gasa estéril hume-
decida con agua destilada estéril con el fin de evitar la desecacién.

Con la técnica @) se ha comprobado si el hongo se desarrollaba y
producia podredumbre en dichos sustratos. Con las técnicas b) y ¢) se
tha querido comprobar la virulencia de actnacién de la colonia en los
uéspedes (judia y guisante) utilizados.
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REesuLTADOS
Morfologia

El hongo en PDA, OMA, CMA y MA no diferencia claramente sus
partes vegetativa y reproductora. El micelio es al principio de su cre-
cimiento blanco algodonoso y posteriormente cuando empieza a fruc-
tificar se tifie ligeramente de rosa. La parte vegetativa del micelio esta
a grandes espacios tabicada y bastante ramificada. Las hifas viejas.
estin maés tabicadas y han engrosado. Presentan un protoplasma gra-
nular y abundantes vacuolas y sus paredes ya no son del todo paralelas,
observandose ligeros abultamientos, La posterior separacién mediante:
tabiques del resto de la hifa de estos abultamientos, asi como el engro-
samiento de la pared y la acumulacién de protoplasma da lugar a la
formacion de la clamidospora.

La anchura de la hifa es variable en cada medio y dentro de uno
mismo, pero oscila entre 1,4-3,7 p.

Los conidiéforos formados separadamente sobre la hifa vegetativa
son densamente tabicados. Las fidlidas son cortas, tanto las que pro-
ducen los microconidios como los macroconidios, y estan situadas direc-
tamente en las hifas o en las ramas finales del conidioforo.

Los macroconidios (fig. 1) tienen forma fusoidea con los extremos.
puntiagudos, ligeramente curvados, con pared delgada y presentan de
2-5 tabiques. Su produccion es abundante a los tres-cuatro dias de
cultivo en todos los medios utilizados a las temperaturas de 24-29° C.
Sus medidas biométricas son bastante constantes en todos los medios.
y las ligeras variaciones existentes se encuentran en los conidios com
dos y tres tabiques. En los conidios con cuatro y cinco tabiques las
medidas son idénticas en todos los medios utilizados, Sus dimensiones
estAn comprendidas (observacién de 100 macroconidios) entre:

2 tabiques ... ... ... .. .. .. 1239 X 34 p (165 x 3.6 )
3 » e e e e e .. 1534 x 35 ® (208 x 3,65 p,)
4 » v e ee e e . 2436 x 345 @ 276 x 3,75 p,)

o

> e e . 25R6 X 45y (283 X 42 p)



Fig. 1.—Macroconidios y microconidios de F. oxysporum subsp. phaseoli, en OMA

(x500).

Fig. 2.—Necrosis en la parte basal del tallo de judias Perfeckthion producidas por
¢l I, oxysporum subsp, phasecli,
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Los porcentajes de cada tipo de conidio en los medios utilizados son:

2 tabiques ... ... ... ... .. .. o . 910 % media 1112 %
3 » e e e e e 0480 Y »  16-£0 %
g e s 0B % > 34
B 2 e e e e 04 % 12 9

Los microconidios (fig.. 1) son poco abundantes a temperaturas me-
nores de 24-25°C, y un poco mis abundantes a 28-2° C en todos los
medios utilizados. Son unicelulares o bicelulares, de forma variable,
oval-elipsoideos, rectos o muy ligeramente curvados y estan producidos
principalmente en las fidlidas que lateralmente salen de las hifas, agru-
pandose en cabezas. Sus dimensiones estin comprendidas (observacién
de 100 microconidios) en: :

Unicelulares ... ... ... ... ... 311 x 2835 (7.5 x 308 p)
Bicelulares ... ... .. .. .. 1018 x 34 (13 x 3,5 p)

Los porcentajes de cada tipo de microconidio en los medios utili-
zados a la temperatura de 24-25° C son:

Unicelulares ... ... .. .. ... ... . 35340 % meda 41-42 9
Bicelulares ... ... ... cer e e DD-6D 9 » 3309 9%

Las clamiddsporas son principalmente intercalares, pero se han visto
terminales. No muy abundantes ni atn en cultivos viejos, Son globosas,
piriformes, con la pared lisa, Normalmente solitarias o en parejas, pero
se ven algunas formando cadenas de 3, 4 y b elementos. Su tamafio es
variable, pero comprendido entre los 12-16 p de didmetro.

Estudio cultural vy fisioldgico

El crecimiento diario de las colonias a 18° C de temperatura y con
luminosidad ha sido variable en cada medio utilizado, En PDA ha sido
de 1,1-1,2 cms. de didmetro. En OMA, de 0,9 cms. de didametro. En
CMA, de 0,82 cms, de didmetro, y en MA, de 0,65-0,72 cms. de dii-
metro,

En PDA, la colonia presenta un micelio aéreo de aspecto algodo-
ndso, de color blanco sucio, que posteriormente toma una coloracién
rosa, pero muy ligera,
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En CMA, OMA y MA, el micelio aéreo es también algodonoso, de
«color blanco, que ripidamente empieza a tomar un aspecto rosa bien
marcado. Posteriormente, cuando la colonia tiene quince-veinte dias,
«€] color marrén es el que domina.

En un medio conteniendo agar y paja de trigo estéril, el hongo ha
crecido sobre la paja dando una colonia tenue no algodonosa, del tipo
esporodoquial y de color ligeramente rosado. Después de siete meses
de cultivo en este medio, tanto en tubo de ensayo inclinado como en
.caja de Petri, asi como en la oscuridad y en la luz, no ha producido
ningtn esbozo de posibles fructificaciones sexuales. El cultivo en
-parejas con F. oxysporum var. melonis y F. oxysporum var. niveum en
este mismo medio y en las mismas condiciones, tampoco ha producido
después de siete meses ningtin esbozo de fructificacién sexual.

El crecimiento del hongo «in vitro» en un medio conteniendo PDA
estd comprendido dentro de las temperaturas 10-33° C, con un 6ptimo
en los 24-26° C.

Patogenicidad

La inoculacién del micelioc del hongo en frutos de tomate no ha
producido ningln crecimiento y no se aprecia podredumbre después de
veintian dias de incubacion a la temperatura de 24-25°C y con lumi-
nosidad y humedad relativa (H. R.) del 70-80 por 100.

En tubérculos de patata y en las mismas condiciones que los frutos
<de tomate, el crecimiento del micelio del hongo ha sido muy escaso
después de cuarenta dias, y no ha producido la podredumbre del mismo.

En judias de la variedad Perfeckthion, las inoculaciones de las se-
‘millas ha producido en un 60 por 100 de las plantas los sintomas tipicos
de la enfermedad: amarilleamiento de las hojas inferiores, pérdida de
turgencia y posterior marchitamiento. Un 22 por 100 de las plantas se
-murieron antes de los dieciocho dias,

En judias de la variedad Garrafal Oro, el porcentaje de plantas con
sintomas de la enfermedad fue menor, un 36 por 100. Siendo un 12
-por 100 el porcentaje de las muertas.

En ambas variedades, pero especialmente en la Perfeckthion, el
hongo produce amplias ireas necréticas en los cotiledones y en la parte
‘basal del tallo (fig. 2) y en las raices. Junto a los tallos de las plantas
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muertas o con sintomas avanzados de la enfermedad se produce al
nivel del cuello de la raiz un fieltro miceliar algodonoso de color blan-
quecino con tonalidades rosas, muy fructificado.

Las inoculaciones de micelio por incisién en la parte basal del tallo,
cuando el didmetro era de 3~ mm., o sea, a los diez-doce dias de la
germinacién, en las dos variedades de judias, ha producido necrosis.
mas o menos ampliag en la zona de la infeccion, pero el crecimiento del
hongo no ha progresado con rapidez a través del sistema vascular de
la planta, con lo que el numero de plantas enfermas ha sido muy pobre,
un 5§ por 100 para la variedad Perfeckthion, y un 2 por 100 para la
variedad Garrafal Oro. _ .

Idénticos ensayos en el guisante (Pisum sativtn L.) y en las varie-
dades Verde Enano y Capuchinos, no han producido ninguna alteracién
en las plantas cuya sintomatologia tuese respuesta a la actuacién del
hongo.

Discusion
Taxonomia

Los datos obtenidos en el estudio morfolégico, cultural y fisiolégico-
nos identifican al Fusarium aislado, basindonos en las descripciones.
dadas por StTEvExs (1925), MessiaEN y Cassixi (1968) v Bootn (1971),
como una especie perteneciente al grupo Elegans de WOLLENWEBER,
o sea, F. orvsporum (Schlecht) segin SxYyDER y FHANSEN.

La patogenicidad de las especies de Fusarium cs de una gran varia-
bilidad, teniendo todas en comin un estado saprofitico mas o menos
acusado (Arva y Jamx, 1961). Muchas especies producen podredumbre
en material no vivo. Algunas ecpecies son parisitos primarios que
producen podredumbre en frutos, en raices y chancros y necrosis en el
tallo. Otras invaden el sistema vascular y producen marchitamientos y-
secados de las plantas. Pero la actuacién de una especie produciendo
una de estas sintomatologias es complicada y supeditada a una serie
de factores externos e internos que condicionan su parasitismo.

La propuesta de SNYDER y Hansex (1940) de considerar el coniunto
de las formas especificas perteneciente a la seccién Elegans de WOLLEN-
WEBER como constituventes de una sola especie, [usarium oxvsporumn,
debido a que las distinciones especificas dentro de la seccién no tenian:
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valor, ya que una colonia determinada como perteneciente a una especie:
podia facilmente, por mutacion, tomar los caracteres de otra, redujo
el confusionismo existente en la sistemdtica, y la creacion de las formas.
especializadas ha facilitado el estudio y la comprension del género.

Los ensayos de patogenicidad de! Fusariwm aislado, en el labora-
torio, con ausencia de crecimiento en frutos de tomate, escaso desarro-
llo en tubérculos de patata, ninguna muestra de actuacién parasitaria:
en semillas y tallos del guisante (Piswin sativwm L.) y la virulencia
demostrada en la judia (Phaseolus vulgaris 1L.) con intervencién acu-
sada en el sistema vascular, nos inducen a considerar, de acuerdo con
KEeNDRICK y SNYDER (1942), que el patdgeno es una forma especiali-
zada de F. owvsporum con actuacién parasitaria en la judia, identifi-
cindose el hongo como F. oxysporum (Schlecht) subsp. phaseoli Kendr..

& Sny.

RESUMEN

Del cuello de la raiz de plantas muertas de judia (Phaseolus vulga-
ris L.) de plantaciones del sur de la provincia de Castellén, y de por--
ciones del floema y xilema, ha sido aislado un Fusarium en el mes.
de enero de 1972. o

Cultivado sobre diversos sustratos naturales (agar-patata-dextrosa
(PDA), agar-avena, agar-harina de maiz (CMA), agar-malta, paja de-
trigo estéril y trozos de patata) se han estudiado sus caracteres cultura--
les, microscopicos y biométricos, llegando a la conclusion de que se
trata de un Fusarium del grupo Elegans de WOLLENWEBER, o sea, perte-
neciente a la especie F. oxvsporum (Schlecht) seglin SNYDER y HANSEN.

El aislado estudiado presenta en los cuatro medios primeramente
citados un aspecto algodonoso de color blanco al principio, apareciendo
mas tarde el color marrén, con tendencia ligera a rosa. La produccidén
de los macroconidios es abundante atn a la temperatura de 28-29° C,
LLos microconidios, uni y bicelulares, son escasos a la misma tempe--
ratura,

Las inoculaciones del hongo en las variedades de judia Garrafal Oro
v Perfeckthion, mas cultivadas en la zona, han demostrado que el
mismo es patégeno, causando amarilleamiento de las hojas y posterior
caida de las mismas, necrosis en tallos, raices y cotiledones, prcduccion
al nivel del cuello de un fieltro de aspecto algodonoso, de color blan-
quecino con tonalidades rosas, llegando a causar la muerte de las plan-
tas. Idénticos ensayos en el guisante (Pisum sativwm 1.) en las varie-
dades Verde Fnano y Capuchinos no han producido en las plantas.
ningtn efecto.
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Inoculaciones de micelio en patatas y frutos de tomate no ha pro-
-ducido podredumbre y el desarrollo del mismo a los veintitn dias y a
la temperatura 24-25° C es muy escaso en el primer sustrato y practi-
-camente nulo en el segundo,

Por los estudios experimentales ya efectuados, creemos nosotros
-que el aislado encontrado pertenece a la forma especialidad F. oxvs-
porum (Schlecht) subsp. phaseoli Kendr. & Sny.

SuMMAR'Y

A Fusarium sp. was isolate from xylema and phloem of the foot
and root of decayed and dead seedling and plants beans (Phaseolus
vulgaris L.) in the Castellén area, Spain.

The isolated fungi was cultivated on PDA, OMA, CMA, MA, sterile
wheat straw and potatoe portions. Studies on cultural, physiological,
microscopical and biometrical characters have shown that the fungi is
a Fusarium of the Elegans Wollenweber group or F. oxysporum
(Schlecht) emended by SNYDER & HANSEN,

The isolate develops on the first four media indicated before cottony
aery mycelium with appearance of white color that becomes is da.k-
pink later. The macroconidia production is important even with tem-
perature of 28-29°C. The microconidia, with one and two cells, are
very scarce in the same temperature.

Inoculations studies showed that the fungi causes bean (Garrafal
Oro and Perfeckthion varieties) yellowing and dropping of the leaves,
necrosis of stems, roots and cotyledons, and around stalks of a myce-
lium developing of a cottony appearance white-pink color, causing in
the later stages of the disease the wilt and death of many plants. Iden-
tical inoculations test in peas (Pisum sativum L.) in the varieties Verde
Enano y Capuchinos, the fungi does not sttack and the plants are not
affected.

Mycelium inoculations on potatoe tubers and tomato fruits have not
caused rot and its development within 21 days at the temperature of
24-25° C has been very little in the first substratum and none in the
second substratum.

By experimental studies carried out and by the data shown here,

we believe that the isolate is a specialized form on the bean and is
designated as F. oxysporum (Schlecht) subsp. phaseoli Kendr. & Sny.
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